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Identification des sites de phosphorylation basale et dependante de la PKC sur 
TRPC6. 
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These presentee a la Faculte de medecine et des sciences de la sante-en vue de l'obtention 
du grade de philosophiae doctor (Ph.D.) en pharmacologic, Faculte de medecine et des 
sciences de la sante, Universite de Sherbrooke, Sherbrooke, Quebec, Canada, J1H 5N4. 
Le Ca2+ intracellulaire est implique dans une foule de processus biologiques chez toutes 
les cellules de l'organisme. Chez les cellules non-excitables, les proteines TRPC situees a 
la membrane plasmique sont des canaux calciques impliques dans l'entree de calcium. 
TRPC6 est particulierement etudie vu son implication potentielle dans plusieurs 
pathologies, dont la FSGS, 1'IPAH et certains cancers. Ses modes et mecanismes 
d'activation et de regulation sont encore aujourd'hui meconnus, malgre les recherches 
intenses menees. Le but de la presente etude est d'investiguer la regulation de TRPC6 via 
sa phosphorylation. En ce sens, nous avons utilise des techniques de marquage 
metabolique et de videomicroscopie afin d'evaluer la phosphorylation difecte de TRPC6 
ainsi que son activite. Nous avons ainsi identifie une phosphorylation basale de TRPC6 
ainsi qu'une phosphorylation dependante de la PKC. 
La PKC a ete demontree pour moduler I'activite de TRPC1, TRPC3, TRPC4 et TRPC5. 
De recentes etudes ont aussi montre que TRPC6 semble etre inhibe par la PKC. Notre 
premiere etude confirme que 1'activation de la PKC mene a une inhibition de I'activite de 
TRPC6. L'utilisation du GF1, un inhibiteur specifique des PKC, induit une potentiation 
de l'entree de calcium dans les cellules qui expriment TRPC6. Nous demontrons aussi 
que TRPC6 est phosphoryle suite a une activation de la PKC. Nous identifions dans cette 
etude que la serine en position 448 de TRPC6 est le residu phosphoryle et responsable de 
I'inhibition par la PKC. Le mutant S448A de TRPC6 n'est plus inhibe ni phosphoryle par 
la PKC. Cette premiere etude demontre done que la phosphorylation dependante de la 
PKC de la serine 448 de TRPC6 medie I'inhibition du canal calcique. 
Dans la seconde etude, nous nous interessons a la phosphorylation basale de TRPC6, qui 
a ete observee au courant de la premiere etude. L'analyse par spectrometne de masse a 
identifie la serine en position 814 comme etant potentiellement phosphorylee, ce qui a ete 
confirme par des etudes de marquage metabolique effectuees sur le mutant S814A de 
TRPC6. Nous demontrons que la mutation S814A n'affecte pas I'activite de TRPC6. Bien 
que la S814 fasse partie d'un site consensus de phosphorylation par la CK2, nous 
montrons egalement que la CK2 n'est pas impliquee dans la phosphorylation ni la 
regulation de I'activite de TRPC6. 
Ces etudes ont ainsi permis d'identifier deux nouveaux sites de phosphorylation de 
TRPC6, soit les serines 448 et 814. Nous caracterisons egalement le mecanisme de 
regulation de TRPC6 par la PKC. 
Mots cles : TRPC6, entree de calcium, signalisation cellulaire, phosphorylation, imagerie 
calcique. 
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Identification of the basal and PKC-dependent phosphorylation sites on TRPC6. 
By 
SIMON BOUSQUET 
Department of pharmacology 
Thesis presented to the Faculty of medicine and health sciences for the obtention of the 
title of philosophiae doctor (Ph.D.) in pharmacology, Faculty of medicine and health 
sciences, Universite de Sherbrooke, Sherbrooke, Quebec, Canada, J1H 5N4. 
Intracellular Ca2+ is involved in many biological processes in all cells throughout the 
organism. In non excitable cells, TRPC proteins located at the plasma membrane are 
calcium channels involved in calcium entry. TRPC6 is particularly studied since its 
implication in many pathologies, as FSGS, IPAH and some cancers. Its activation and 
regulation modes and mechanisms are yet fully understood, in spite of the intense 
research. The purpose of the present study is to investigate the regulation of TRPC6 by 
phosphorylation. For this, we used metabolic labeling and videomicroscopy techniques in 
order to evaluate direct TRPC6 phosphorylation and activity. We hence identified a basal 
as well as a PKC-dependent phosphorylation on TRPC6. 
PKC is known to modulate the activity of TRPCl, TRPC3, TRPC4 and TRPC5. Recent 
studies also showed that TRPC6 is inhibited by PKC. Our first study confirms that 
activation of PKC leads to TRPC6 activity inhibition. When using GF1, a specific PKC 
inhibitor, calcium entry in TRPC6-expressing cells is potentiated. We moreover show that 
TRPC6 is phosphorylated following PKC activation. We identify the serine at position 
448 as being phosphorylated and responsible for the PKC-mediated inhibition. The 
S448A mutant of TRPC6 is no longer phosphorylated nor inhibited by PKC. This first 
study thus demonstrates that PKC-dependent phosphorylation of serine 448 of TRPC6 
mediates channel inhibition. 
In the second study, we investigate the basal phosphorylation of TRPC6, which was 
observed in the first study. Mass spectrometry analysis identified serine 814 as being 
potentially phosphorylated, a fact confirmed by metabolic labeling assays performed on 
the S814A mutant of TRPC6. We show that the S814A mutation does not affect TRPC6 
activity. Even though the S814 is in a consensus CK2 phosphorylation sequence, we also 
show that CK2 is not involved in the phosphorylation or the regulation of TRPC6. 
These studies thus led to the identification of two new phosphorylations on TRPC6, 
serine 448 and 814. We also characterized the mechanism by which PKC regulates 
TRPC6. 
Key words: TRPC6, calcium entry, cell signaling, phosphorylation, calcium imaging. 
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1 
INTRODUCTION 
Le calcium 
Le calcium (Ca2+) est un cation divalent qui, au niveau cellulaire, joue un role de second 
messager essentiel. En effet, les hausses de concentrations de calcium intracellulaire 
([Ca2+]i), c'est-a-dire au niveau du cytoplasme, sont traduites par la cellule et induisent 
une foule de processus cellulaires, tels que l'activation d'enzymes, la contraction et la 
migration cellulaire, la secretion et merae la mort cellulaire programmee (Berridge et al., 
2000). Ces processus s'echelonnent de la milliseconde jusqu'a plusieurs heures. La 
[Ca2+]i est maintenue a de faibles niveaux, evalues a 50 a 100 nM, et c'est la hausse de 
celle-ci qui enclenche les dits processus. Cette hausse peut etre due a deux phenomenes 
distincts, soit la relache de calcium des reserves intracellulaires au niveau du reticulum 
endoplasmique (RE), ou l'entree de calcium provenant de l'exterieur de la cellule. Ces 
reservoirs comptent des [Ca2+] autour de 1 a 2 mM, ce qui represente done un gradient de 
10 000 a 20 000 fois la [Ca ];. Afin de maintenir l'homeostasie calcique, plusieurs 
proteines s'affairent a abaisser la [Ca2+]i en le pompant contre le gradient vers le RE ou 
l'exterieur de la cellule. Pour ce faire, certaines utilisent l'energie de Fhydrolyse de 
l'ATP. Les pompes SERCA (sarcoplasmic endoplasmic reticulum calcium ATPase) et 
PMC A (plasma membrane calcium ATPase) sont situees sur les membranes du RE et 
plasmique, respectivement, et repompent le Ca2+ hors du cytoplasme vers le RE et 
l'exterieur de la cellule (Pozzan et al., 1994). L'echangeur NCX (sodium calcium 
exchanger), lui aussi situe a la membrane plasmique, utilise l'energie du gradient de 
sodium qu'il laisse entrer pour expulser le calcium (Blaustein et Lederer, 1999). 
Signalisation calcique dans les cellules non-excitables 
Dans les cellules non-excitables, la mobilisation calcique peut avoir lieu en deux etapes 
distinctes plus ou moins reliees, selon les proteines qui entrent en jeu (Figure 1). En 
premier lieu, la relache est induite suite a une stimulation d'un recepteur couple a une 
proteine Gq (GqPCR) ou d'un recepteur tyrosine-kinase (RTK). Le GqPCR active mene a 
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Figure 1. Mecanisme general d'entree calcique dans les cellules non-excitables et 
principales proteines impliquees dans la signalisation calcique. Adapte de (Vennekens 
et al., 2002). 
3 
I'activation de la proteine Gq heterotrimerique, composee des sous-unites a, p et 7. La. 
sous-unite a activee echange son GDP pour un GTP, ce qui mene a la dissociation de la 
sous-unite a des sous-unites py. La sous-unite a-GTP peut alors activer la phospholipase 
C P (PLCP). D'un autre cote, un agoniste d'un RTK induit la dimerisation de ce dernier et 
Fautophosphorylation en trans de residus tyrosine. Ces tyrosines phosphorylees 
permettent I'ancrage et I'activation de la PLCy via son domaine SH2 (src homology). Les 
PLC activees, P ou y, hydrolysent le phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2) ancre 
dans la membrane plasmique en diacylglycerol (DAG) et en inositol 1,4,5-trisphosphate 
(IP3). Le DAG permet I'activation et I'ancrage des proteines kinases C (PKC) tandis que 
l'IP3 diffuse dans le cytoplasme et se lie pour activer son recepteur-canal (IP3R) situe au 
reticulum endoplasmique. LTP3R est un canal tetramerique qui, une fois active, s'ouvre et 
permet la relache de calcium situe dans le RE vers le cytoplasme. La [Ca2+]i peut alors 
atteindre 500 a 1000 nM. Les reserves calciques retrouvees dans la cellule peuvent etre 
aussi mobilisees par des molecules autres que l'IP3. L'ADP-ribose cyclique (cADPR) et 
l'acide nicotinique adenine dinucleotide phosphate (NAADP) sont deux nucleotides issus 
des coenzymes nicotinamide adenine dinucleotide (NAD) et nicotinamide adenine 
dinucleotide phosphate (NADP), respectivement. Ces molecules sont connues pour 
engendrer des relaches calciques dans une gamme variee de types cellulaires. Mis a part 
le recepteur a la ryanodine, leurs cibles sont encore aujourd'hui mal connues [pour 
revues, voir (Lee, 2001; Lee, 1997)]. 
La deuxieme phase, l'influx ou l'entree calcique, est un phenomene beaucoup plus 
complexe qui peut solliciter plusieurs families de canaux. Ceux-ci sont classifies suivant 
leur mode d'activation. Bien qu'ils puissent se retrouver dans des cellules immunitaires et 
les osteoblastes (Li et al., 2010; Shao et al., 2009; Suzuki et al., 2010), les canaux 
calciques dependants du voltage ne seront pas abordes ici puisqu'ils se retrouvent surtout 
dans les cellules excitables. Somme toute, la [Ca2^ devient done une balance finement 
regulee entre la relache et l'entree calcique et le repompage du Ca2+ vers le RE ou 
l'exterieur de la cellule. 
4 
L'entree de calcium 
Deux mecanismes principaux permettent l'entree de calcium, le SOCE {store-operated 
calcium entry) et le ROCE {receptor-operated calcium entry). Le SOCE est ainsi nomme 
car la vidange des reserves de calcium est a la source du mecanisme d'entree. C'est un 
phenomene initialement identifie et nomme entree capacitative de calcium ou CCE 
{capacitative calcium entry) par James W. Putney, Jr. (Putney, 1986). Depuis, il a ete 
etabli que la baisse de la [Ca2+] dans le RE est detectee par STIMl {stromal interacting 
molecule 1), proteine recemment identifiee qui compte un domaine EF-hand liant le 
calcium localise dans la lumiere du RE. Lorsque la [Ca2+]RE diminue, STIMl perd sa 
liaison au calcium, ce qui redistribue STIMl en aggregats localises appeles punctae. II a 
d'ailleurs ete demontre que des mutations dans le domaine EF-hand prevenant la liaison 
au calcium provoquaient la perte de la distribution diffuse de STIMl dans la membrane 
du RE et favorisaient la formation des punctae, sans vidange du RE (Liou et al., 2005). 
Ces punctae se forment dans des regions du RE situees tout pres de la membrane 
plasmique, permettant une interaction directe avec des canaux s'y situant (Liou et al., 
2005; Spassova et al., 2006b; Zhang et al., 2005). II a ete demontre que Orail situe a la 
membrane plasmique interagit avec STIMl (Vig et al., 2006b; Yeromin et al., 2006), pour 
causer l'entree de calcium. La co-expression de STIMl et Orail est d'ailleurs suffisante 
pour induire une augmentation massive et rapide du SOCE dans les cellules HEK293 
(Soboloff et al., 2006). Le SOCE est aussi opere par des canaux TRPC, egalement situes a 
la membrane plasmique (Parekh et Putney, 2005; Venkatachalam et al., 2002). 
Le ROCE necessite quant a lui la stimulation d'un recepteur. En effet, la vidange du RE, 
qui peut etre induite par la thapsigargine, un inhibiteur des SERCA, ne reussit pas a 
activer les canaux ROC {receptor-operated channel). Ceux-ci ne s'ouvrent qu'a la suite 
de l'activation d'un recepteur. Certains canaux TRPC sont responsables de l'entree 
ROCE. Une des hypotheses du mecanisme du ROCE est l'activation des TRPC3/6/7 par 
le DAG produit par les PLC (Dietrich et al., 2005b; Trebak et al., 2003). 
II a ete demontre dans les demieres annees que STIMl, Orail et certains TRPC peuvent 
interagir entre eux et ainsi modifier les mecanismes d'entree de calcium (Cahalan, 2009; 
Lee etal., 2010). 
5 
Les canaux TRP 
Les proteines TRP (transient receptor potential) ont ete ainsi nommees suite a la 
decouverte de la proteine du meme nom chez Drosophila melanogaster, la mouche a 
fruits. II avait ete note par Cosens et Manning (Cosens et Manning, 1969) qu'une 
mutation recessive sur le troisieme chromosome creait des electroretinogrammes 
anormaux chez les mouches. Sous l'effet d'une stimulation lumineuse, chez les mouches 
de type sauvage, les auteurs observent une courbe d'electrophysiologie soutenue jusqu'a 
1'arret de la stimulation. Une meme stimulation chez les mouches mutantes induit une 
reponse initiale deux fois plus petite et transitoire (d'ou le nom de la proteine transient), 
c'est-a-dire tres breve qui revient rapidement au niveau basal meme si la stimulation 
lumineuse est soutenue. Cette mutation empechait ainsi le cours normal de la transduction 
du signal visuel. Chez la drosophile^ un stimulus lumineux active la rhodopsine qui est un 
GqPCR, menant a l'activation d'une PLC, induisant l'ouverture de canaux calciques TRP. 
Ceci entraine la depolarisation des membranes des cellules photoreceptrices. 
II est a noter que chez l'humain, dans l'obscurite, les canaux cationiques membranaires 
(surtout sodiques) sont deja ouverts, du a l'abondance de GMPc, ce qui fait que les 
cellules photoreceptrices sont deja depolarisees (environ -40 mV). Cette depolarisation 
active des canaux calciques dependants du voltage, induisant une entree de calcium 
permettant la fusion de vesicules et la secretion subsequente du neurotransmetteur 
glutamate. Un stimulus lumineux active la rhodopsine qui active a son tour la proteine G 
transducine qui echange son GDP lie pour un GTP. La sous-unite a (liee au GTP) de la 
transducine se dissocie des sous-unites p et y et active une phosphodiesterase qui 
hydrolyse le GMPc en GMP. Les canaux sodiques membranaires n'etant plus actives par 
le GMPc, ils se ferment. Puisque les canaux potassiques continuent a sortir le potassium 
hors du cytoplasme vers l'exterieur de la cellule, il y a hyperpolarisation des membranes 
des cellules photoreceptrices (environ -70 mV), ce qui mene a la fermeture des canaux 
calciques dependants du voltage. La baisse de calcium intracellulaire ne permet plus la 
fusion des vesicules et l'exocytose du glutamate, ce qui entraine une depolarisation des 
cellules bipolaires ON, une hyperpolarisation des cellules bipolaires OFF et termine ainsi 
la transduction du signal. 
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Suite aux travaux de Cosens et Manning, des travaux portant sur des cellules, 
photoreceptrices de drosophile de type sauvage ont demontre par electrophysiologic 
qu'un stimulus lumineux cause une depolarisation rapide des membranes, suivie par la 
formation d'un courant ionique qui est soutenu tant que la stimulation lumineuse est 
maintenue. Le meme protocole effectue sur des cellules photoreceptrices mutantes trp 
demontre que la depolarisation rapide peut toujours avoir lieu en necessitant toutefois une 
stimulation lumineuse dix fois plus intense, mais que la phase plateau est perdue. Chez les 
cellules issues de mouches de type sauvage, il a ete demontre que la phase plateau est 
sensible au lanthane (La3+), un inhibiteur non-specifique des canaux calciques, mimant le 
phenotype trp (Hochstrate, 1989; Susstoby et al., 1991) (Figure 2). Des resultats 
similaires sont obtenus avec les cellules de type sauvage mais dont le milieu 
extracellulaire est depourvu de calcium (Hardie et Minke, 1992). II a done ete suggere 
que le gene trp codait pour un canal calcique. 
Plusieurs annees apres la decouverte du phenotye trp, les genes trp et trpl de la drosophile 
sont clones (Montell et Rubin, 1989; Phillips et al., 1992), permettant ainsi plusieurs 
etudes portant sur les proteines dTRP et TRPL. Cette derniere est une proteine possedant 
une grande homologie avec dTRP, impliquee aussi dans la transduction visuelle et qui est 
responsable du courant residuel retrouve chez les cellules mutantes trp (Phillips et al., 
1992). L'expression de dTRP dans les cellules d'insecte Sf9 induit un courant calcique 
suite a la depletion des reserves de Ca2+ par la thapsigargine (Vaca et al., 1994), prouvant 
son role de canal calcique. 
Les orthologues mammaliens de dTRP 
La decouverte et la caracterisation de la proteine dTRP menent rapidement au clonage de 
ses orthologues mammaliens. En tout et partout, vingt-huit membres de la superfamille 
TRP sont repertories et subdivises en sept sous-families, selon leur identite de sequence. 
On retrouve les TRPC (canonical), les TRPV (vanilloid), les TRPM (melastatiri), les 
TRPP {polycystin), les TRPML (mucolipin), les TRPA (ankyrin) ainsi que TRPN 
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Figure 2. Le phenotype trp. Des courants ioniques entrant induits par la lumiere sont 
enregistres dans des cellules photoreceptrices de mouches de type sauvage (WT), 
mutantes trp ou de type sauvage traitees avec 10 uM La3+ (WT + La3^). L'intensite" 
lumineuse est 10 fois plus importante dans les conditions trp et WT + La +. Adapte de 
(Minke et Selinger, 1996). 
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(NOMPC). La famille des TRPN n'cst toutefois pas representee chez les mammiferes 
(Figure 3). 
La sous-famille des TRPC comprend sept membres (TRPC1 a TRPC7) chez les 
mammiferes, ou TRPC2 est un pseudogene chez l'humain, mais dont l'expression dans 
l'organe vomeronasal de la souris est essentiel pour la detection des pheromones (Liman 
et al., 1999). Cette famille est celle qui se rapproche le plus de dTRP. La sous-famille des 
TRPV compte 6 membres (TRPV1 a TRPV6), dont le membre fondateur TRPV1 est le 
recepteur de la capsai'cine, molecule responsable du gout piquant des piments forts. 
TRPV1 a 4 sont thermosensibles, c'est-a-dire actives par la chaleur, alors que TRPV5 et 6 
sont responsables de la reabsorption de calcium au niveau des reins et des intestins, 
respectivement [revue des TRPV (Vriens et al., 2009)]. 
On denombre 8 TRPM (TRPMl a TRPM8), ou TRPM6 et 7 sont aussi permeables au 
magnesium et appeles chanzymes, contraction de channel et enzyme. lis possedent en 
effet un domaine kinase en C-terminal. TRPM4 et 5 sont des canaux sodiques 
impermeables au calcium mais actives par le calcium intracellulaire. TRPM8 est active 
par le menthol et le froid, d'ou la sensation de fraicheur provoquee par la menthe et ses 
derives. Pour le membre fondateur de cette sous-famille TRPMl, ou melastatine, son 
niveau d'expression correle negativement avec la progression des melanomes [revue des 
TRPM (Kraft et Harteneck, 2005)]. 
L'expression des membres de la sous-famille de TRPML dans la voie endocytique permet 
l'autophagie ainsi que le recyclage des membranes et l'endocytose de materiel 
extracellulaire, ce qui inclut le recyclage des recepteurs membranaires et des canaux 
ioniques. Des mutations dans la sequence de TRPML 1 causent la mucolipidose de type 
IV, caracterisee par un retard psychomoteur et une perte de vision en bas age [revue des 
TRPML (Cheng et al., 2010)]. La sous-famille des TRPP est composee d'au moins huit 
proteines, mais dont seulement trois sont des canaux calciques, soit TRPP2, TRPP3 et 
TRPP5. Ceux-ci sont aussi nommes polycystines a cause de leur implication dans 
l'ADPKD {autosomal dominant polycystic kidney disease). Des mutations dans TRPP1 et 
TRPP2 sont responsables de tous les cas (85% et 15%, respectivement) de cette maladie 
caracterisee par des kystes renaux (Boucher et Sandford, 2004). TRPP1 n'est par contre 
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Figure 3. Arbre phylogenltique representant les membres de la superfamille des 
proteines TRP. L'echelle represente la distance evolutive entre chacun des membres 
exprimee en nombre de substitution par acide amine. L'attention est portee sur les 
orthologues humains des TRP (en noir), mais quelques membres exprimes chez le poisson 
(bleu), la mouche (rouge) et le ver (vert) sont aussi representes. Tire de (Nilius et Voets, 
2005). 
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pas considere comme un TRP, du a sa structure a 1 i segments transmembranaires. 
L'entree de calcium mediee par TRPP5 serait importante dans la spermatogenese (Chen 
et al., 2008). 
Bien qu'il y ait deux TRPA chez le C. elegans et quatre chez D. melanogaster, il n'y a 
que TRPA1 chez l'humain. Caracterise par de nombreux domaines de repetions similaires 
a l'ankyrine (ankyrin repeat domain, ARD), d'ou son nom, TRPA1 est active par des 
molecules retrouvees dans la moutarde, le wasabi, le raifort et meme les gaz 
lacrymogenes. II traduit done le cote piquant ou acre de ces substances et ses nombreux 
ARD permettent aussi la transduction des forces mecaniques. Du fait de son expression 
presqu'exclusive au niveau des neurones nociceptifs, son inhibition est envisagee pour le 
traitement de la douleur (Garcia-Anoveros et Nagata, 2007). Enfin, on ne denombre pas 
de TRPN chez les mammiferes mais on le retrouve chez C. elegans, D. melanogaster et 
D. rerio, ou avec ses 29 ARD il est active mecaniquement pour medier I'ouie et la 
proprioception, chez la mouche du moins (Kernan, 2007). 
Tous les TRP, mis a part TRPM4 et 5, sont permeables au calcium mais ce, avec des 
selectivites ioniques tres variables. TRPV5 et 6 sont les plus selectifs au calcium, le 
preferant par un facteur 100 au sodium (Pca2+ / PNE+ > 100). Pour les TRPC, le rapport de 
Pca2+ / PN3 varie entre 1 et 9 (Nilius et Voets, 2005). II est d'usage de separer les TRP en 
sous-families, selon leur identite de sequence, mais il est aussi possible de les diviser en 
fonction de leur mecanisme d'activation. On parle alors de TRP mechanosensibles, 
thermosensibles, de chanzymes (contraction de channel et enzyme, puisque ces canaux 
exhibent une activite enzymatique), etc. 
Recemment, il a ete etabli que des associations inter-familles de TRP sont possibles. II a 
ete demontre que TRPP2 peut former un canal avec TRPV4 et TRPC1. Avec ce-dernier, 
TRPP2 forme un tetramere de stoechiometrie 2 : 2, ou les sous-unites alternent une apres 
l'autre (Kobori et al., 2009). II a aussi ete montre qu'une mutation de TRPP2 (697fsX-
TRPP2) induisant un changement de cadre de lecture produit une proteine avec un C-
terminal tronque. Ceci augmente la localisation du canal a la membrane plasmique et 
l'interaction avec TRPC3 et TRPC7, induisant une augmentation de l'entree calcique 
ROCE, ce qui pourrait favoriser 1'apparition de l'ADPKD (Miyagi et al., 2009). II est a 
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noter que ces nouvelles interactions sont demontrees dans des modeles d'expression 
exogene, done de surexpression. Une chose est sure, ces associations inter-familles 
amenent une plus grande variete encore de mecanismes d'activation et de regulation. 
Les TRPC : mecanismes d'activation 
Premiers orthologues mammaliens de dTRP, les TRPC suscitent l'interet de la 
communaute scientifique puisqu'a leur decouverte, on leur attribuait presque l'entierete 
de I'entree SOCE dans les cellules non-excitables. Nous savons aujourd'hui que tel n'est 
pas le cas, et qu'une multitude de proteines participent a ce phenomene complexe. Dans 
l'optique de differencier SOCE et ROCE, les TRPC sont couramment surexprimes ou 
eteints, dans une gamme variee de types cellulaires. Aussi, de multiples drogues de toutes 
sortes sont utilisees, comme la thapsigargine, permettant la vidange du RE et induisant 
ainsi le SOCE. II est a noter qu'en conditions endogenes, alors que les TRPC et autres 
canaux sont faiblement exprimes, on ne peut distinguer SOCE et ROCE suite a une 
stimulation hormonale puisque les deux mecanismes se produisent simultanement. Nous 
nous devons done d'etre tres prudents lorsque nous travaillons dans un modele cellulaire 
d'expression recombinante des TRPC. 
A ce jour, le mecanisme reel d'activation des TRPC reste inconnu, bien que nombreux 
soient les efforts deployes pour l'elucider. Trois hypotheses majeures ont ete avancees. La 
premiere, celle du couplage conformationnel, suggere que les canaux ioniques 
membranaires interagissent avec les IP3R situes au RE et que 1'activation de ces derniers 
suite a la liaison de ITP3 les activerait, permettant I'entree de calcium necessaire pour 
regarnir les reserves du RE (Berridge, 1990; Irvine, 1990). Ce principe decoule du 
mecanisme d'activation des VDCC (voltage dependant calcium channel), retrouves dans 
les cellules musculaires striees, qui interagissent directement avec le recepteur a la 
ryanodine RyR au niveau de la membrane du reticulum sarcoplasmique. Des etudes 
demontrant l'interaction de la partie N-terminale de ITP3R avec le domaine ORB 
(calmodulin - IP3 receptor binding domain) en C-terminal des TRPC supportent ce 
modele (Boulay et al., 1999; Kiselyov et al., 1999; Kiselyov et al., 1998). Aussi, il a ete 
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suggere que les cffcts antagonistes de I'angiopoieline sur l'augmentation de la. 
permeabilite endothelial induite par le VEGF (vascular endothelial growth factor) 
passeraient par une diminution de I'interaction TRPCI-IP3R, diminuant ainsi I'activation 
de TRPCl (Jho et al., 2005). A l'oppose, des etudes faites dans des cellules DT40 qui 
n'exprime aucun IP3R demontrent que TRPC3 peut toujours y etre active (possiblement 
par le DAG) permettant le ROCE (Venkatachalam et al., 2001). Une autre etude soutient 
toutefois que le SOCE dependant de TRPC3 est grandement reduit mais toujours present, 
en absence d'O^R (Vazquez et al., 2001). 
La calmoduline (CaM) interagit aussi avec le domaine ORB et competitionne done avec 
les IP3R, ce qui a un effet inhibiteur sur TRPC3 (Zhang et al., 2001). Ceci pourrait etre 
applique a tous les TRPC puisqu'ils ont tous ete demontres comme interagissant avec la 
CaM (Tang et al., 2001). La CaM interagit et medie l'inactivation dependante du Ca2+ de 
TRPCl (Singh et al., 2002) tandis que la liaison du complexe Ca2+-CaM sur TRPC6 a un 
effet permissif sur le ROCE, mais aucun sur le SOCE (Boulay, 2002). 
Dans le meme ordre d'idee d'interactions fonctionnelles, STIMl et Orail sont deux 
proteines recemment decouvertes impliquees dans Pentree de calcium. STIMl s'est vu 
attribuer le role de senseur du calcium luminal du RE et activateur d'Orail, une proteine a 
quatre segments transmembranaires agissant comme canal et permettant la formation des 
canaux CRAC (calcium release-activated calcium current). Ce courant, ICRAC, est 
d'ailleurs absent chez les lymphocytes T de patients atteints du deficit immunitaire 
combine severe (SCID), du a une mutation d'Orail (Feske et al., 2006). STIMl a ete 
decouverte dans deux etudes utilisant des ARN interferents et ciblant 1'entree SOCE 
(Liou et al., 2005; Roos et al., 2005). La meme technique a ete utilisee pour identifier le 
canal responsable du ICRAC et Orail a alors ete decouverte (Feske et al., 2006; Vig et al., 
2006a; Zhang et al., 2006b). L'utilisation de modeles eteints ou de surexpression de 
STIMl ou Orail a clairement demontre leur implication dans le SOCE. Vu 1'entree de 
Ca2+ residuelle retrouvee dans les cellules eteintes en STIMl ou Orail, plusieurs groupes 
se sont mis a travailler sur I'interaction de ces deux proteines avec les TRPC. STIMl a ete 
demontre comme pouvant activer TRPCl a 6 (Cahalan, 2009), et il a ete suggere que cette 
interaction favorise l'activite SOCE des TRPC. Trois etudes du laboratoire du Dr Lutz 
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Birnbaumer (NIH, Research Triangle Park, Caroline du Nord) ont demontre qu'Orail 
peut interagir avec les TRPC et ceci aurait un role a jouer dans le mecanisme d'activation 
de l'entree de Ca2+ (Liao et al., 2007; Liao et al., 2008; Liao et al., 2009). Depuis, 
l'hypothese retenue est que les TRPC s'associent avec Orail a la membrane plasmique et 
permettent le ROCE. Lorsque STIMl est active suite a une baisse de la [Ca2+]RE, il va 
recruter le complexe Orail:TRPC dans des microdomaines lipidiques ou le complexe 
agirait alors comme un SOC. Toutefois, ce mecanisme depend de la stcechiometrie de 
chacune des composantes. En effet, la surexpression de TRPC3 ou 6 rend leur activation 
independante de STIMl (Yuan et al., 2007). De futures etudes seront necessaires pour 
elucider l'integralite du mecanisme d'activation et d'interrelation regissant le complexe 
TRPC:Orail:STIMl. 
Le second mecanisme d'activation des TRPC, appele modele exocytotique ou de 
translocation a la membrane, soutient que les TRPC sont situes dans des vesicules sous la 
membrane plasmique et que la stimulation des cellules provoque la fusion de ces 
vesicules pour amener les TRPC a la surface des cellules. Ceci a ete avance quand il a ete 
demontre qu'un analogue non-metabolisable du GTP, essentiel a la fusion de vesicules, 
avait un effet inhibiteur sur l'entree de Ca2+ (Bird et Putney, 1993; Fasolato et al., 1993). 
La reorganisation du cytosquelette d'actine en couches sous-membranaires empeche la 
fusion des vesicules et previent aussi l'entree de Ca (Patterson et al., 1999). Cette 
hypothese d'activation est appuyee par des etudes demontrant 1'interaction de TRPC avec 
des proteines impliquees dans le routage vesiculate. SNAP-25 est une proteine connue 
pour son implication dans l'exocytose. Son clivage, ou l'expression de son dominant 
negatif, previent l'entree de Ca2+ dans les oocytes de xenope (Yao et al., 1999). II a ete 
montre que SNAP-25, mais aussi SNAP-23, la synaptobrevine et la syntaxine 
interagissent avec TRPC1 ou 3 (Redondo et al., 2004; Singh et al., 2004). L'exocytose a 
ete suggeree par plusieurs etudes, dont quelques-unes provenant de notre propre 
laboratoire. Suite a la stimulation de cellules avec un agoniste des recepteurs 
muscariniques, TRPC3 et TRPC6 surexprimes transloquent a la membrane plasmique 
(Cayouette et al., 2004; Singh et al., 2004). II a ete demontre que ces TRPC sont situes 
dans des caveoles sub-membranaires qui fusionnent avec la membrane suite a la depletion 
du RE par une stimulation hormonale ou par Fentremise de la thapsigargine (Cayouette et 
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al., 2004; Lockwich et a!., 2001). Lcs caveoles sont des microdomaines de membranes 
cellulaires composes aussi de caveoline, une proteine qui interagit d'ailleurs avec TRPC1 
(Lockwich et al., 2000). Une etude recente demontre que Rab9 et Rabll , deux petites 
proteines G impliquees dans les voies d'endocytose et d'exocytose, sont impliquees dans 
le routage intracellulaire de TRPC6 (Cayouette et al., 2010). II est toutefois a noter que la 
translocation de TRPC3 ou 6 induite par la vidange du RE ne mene pas automatiquement 
a l'activation des canaux (Cayouette et al., 2004; Smyth et al., 2006). TRPC4 et TRPC5 
ont aussi ete demontres pour transloquer a la membrane plasmique suite a la stimulation 
des recepteurs a l'EGF (endothelial growth factor) (Bezzerides et al., 2004; Odell et al., 
2005). 
Le troisieme mecanisme suggere pretend qu'a la suite d'une stimulation cellulaire et de la 
vidange du RE, un facteur diffusible est relache du RE et va activer les canaux 
membranaires responsables du SOCE. C'est l'hypothese du CIF (calcium influx factor) 
(Randriamampita et Tsien, 1993). Cette hypothese a ete supportee par quelques etudes 
demontrant la purification d'un facteur de 600 Da pouvant induire l'entree de Ca . Le 
CIF est resistant a la chaleur, au pH alcalin et aux proteases, mais sensible aux 
phosphatases et aux traitements chimiques ciblant les sucres et les nucleotides. Le CIF, 
extrait et purifie a partir de plaquettes dont les reserves sont depletees, peut activer des 
canaux SOC sur d'autres cellules (Trepakova et al., 2000). II semblerait que le CIF agirait 
indirectement en delogeant la calmoduline de la iPLA2 (inducible phospholipase A2), 
l'activant et permettant ainsi la formation de lysophospholipides qui iraient activer les 
canaux SOC (Smani et al., 2004). Malgre les recherches, 1'identite moleculaire du CIF n'a 
jamais ete clairement etablie. Cette hypothese d'activation ne pourra ainsi prendre de 
l'importance que lorsque 1'identite du CIF sera clairement etablie et validee. La majorite 
de la communaute scientifique semble s'entendre pour dire que les canaux SOC, dont les 
TRPC, sont actives par un mecanisme faisant intervenir a la fois les mecanismes de 
couplage conformationnel et d'exocytose des canaux. 
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Les TRPC : iupolouie 
Premier orthologue mammalien de dTRP clone, TRPCl humain partage 40% d'identite 
avec la sequence de dTRP de la mouche a fruit. Bien qu'il partage aussi une certaine 
similarite de structure avec les canaux dependants du voltage, les TRPC ne possedent pas, 
dans le quatrieme segment transmembranaire, les residus charges sensibles au potentiel 
membranaire caracteristiques aux canaux dependants du voltage (Wes et al., 1995). Suite 
au clonage et sequencage des TRPC mammaliens, ceux-ci ont ete regroupes en quatre 
sous-groupes, suivant les identites de sequence. TRPCl et TRPC2 forment chacun un 
sous-groupe, TRPC3, 6 et 7 un troisieme avec 65 a 78% d'identite, alors que TRPC4 et 5 
composent le dernier avec 65% d'identite (Ramsey et al., 2006). II est souvent d'usage 
d'inclure TRPCl, TRPC4 et 5 dans le meme sous-groupe puisque ceux-ci s'associent 
pour former des tetrameres. 
Tel que representes dans la Figure 4, les TRPC possedent des extremites N- et C-
terminales cytosoliques et une region hydrophobe en N-terminal appelee HI. lis sont 
composes de six segments transmembranaires ainsi que d'une region pore entre les 
cinquieme et sixieme segments transmembranaires qui permet le passage des ions. En N-
terminal, on retrouve quatre ARD et un domaine coiled-coil (CC). En C-terminal, on 
denombre une region TRP box, hyper-conservee chez plusieurs TRP, le domaine ORB, 
un second CC ainsi qu'un domaine PDZ chez TRPC4 et 5. Les deux premieres boucles 
extracellulaires peuvent etre N-glycosylees, selon le? TRPC. La regulation de TRPC3 et 
TRPC6 depend d'ailleurs de ces glycosylations. TRPC3 possede un seul site de 
glycosylation et une certaine forme d'activite constitutive, mais perd cette activite 
lorsqu'on lui insere le deuxieme site de glycosylation propre a TRPC6. A l'inverse, 
enlever le site de glycosylation unique a TRPC6 (le deuxieme) le rend constitutivement 
actif (Dietrich et al., 2003). Le mecanisme par lequel la ou les glycosylations ont leurs 
effets n'est toutefois pas connu. 
Afin de former un canal fonctionnel, les TRPC doivent s'associer en tetrameres 
(Birnbaumer et al., 1996; Mio et al., 2005). lis peuvent tous s'associer en 
homotetrameres, mais rheterotetramerisation n'inclut que des sous-unites provenant d'un 
meme sous- groupe en incluant TRPCl avec TRPC4 et 5. II semble toutefois que TRPCl 
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Figure 4. Topologie et representation schematique generate d'un TRPC. 
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puisse s'associer avec TRPC3 (Lintschinger et al., 2000; Liu et ai., 2005). Toutes ces 
combinaisons amenent une grande variete de proprietes biophysiques de conductance, de 
selectivity ionique et de regulation. 
Implications pathophvsiologiques de TRPC6. 
TRPC6 est connu pour etre exprime dans differents types cellulaires et tissus, entre autres 
au niveau du systeme cardiovasculaire. II est exprime dans les cellules musculaires lisses 
vasculaires (VSMC), dont les cellules musculaires lisses d'aorte pulmonaire (pulmonary 
aortic smooth muscle cells, PASMC) et les cellules A7r5 (musculaires lisses d'aorte 
thoracique de rat), un modele d'etude reconnu d'expression de TRPC6. Dans ce dernier 
modele, la forte expression de TRPC6 a d'ailleurs ete demontree comme essentielle a 
l'entree de calcium induite par la vasopressine (Jung et al., 2002; Mani et al., 2009; 
Soboloff et al., 2005). Etant un canal calcique, nombre d'etudes se sont interessees a 
TRPC6 pour son implication potentielle dans l'hypertension. II a d'ailleurs ete demontre 
que la diminution de 1'expression de TRPC6 avec un antisens attenue la reponse 
myogenique, c'est-a-dire la vasoconstriction induite par une pression mecanique, dans des 
arteres cerebrales de rat canulees (Welsh et al., 2002). Par contre, des souris KO pour 
TRPC6 demontrent etonnamment une elevation de pression arterielle moyenne et de la 
reponse myogenique mesurees sur des arteres isolees (Dietrich et al., 2005a), du a une 
surexpression compensatoire de TRPC3, qui possede une activite constitutive plus 
grande. 
En ce qui a trait a l'hypertension arterielle pulmonaire, sa cause principale semble etre la 
proliferation excessive des PASMC qui mene a un retrecissement de la lumiere et 
augmente ainsi la resistance au flux sanguin. Comme les PASMC de patients atteints 
d'hypertension arterielle pulmonaire idiopathique sont hyperproliferatives et montrent 
une surexpression de TRPC6, le role de TRPC6 dans cette maladie a ete investigue. II 
s'avere que l'utilisation d'ARN interferent dirige contre TRPC6 ralentit grandement la 
proliferation des PASMC (Yu et al., 2004). De plus, le bloqueur du recepteur a 
l'endotheline Bosentan, utilise cliniquement pour le traitement de l'hypertension arterielle 
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pulmonaire idiopathique, diminue grandement {'expression de TRPC6, faisant ainsi de. 
TRPC6 une proteine cle dans les mecanismes pro-proliferatifs des cellules de la 
circulation sanguine pulmonaire (Kunichika et al., 2004). Enfin, une etude a identifie un 
polymorphisme d'un nucleotide dans le promoteur de TRPC6 associe a l'hypertension 
arterielle pulmonaire idiopathique. La mutation identifiee cree la formation d'une 
sequence de liaison du facteur de transcription pro-inflammatoire NFKB, augmentant la 
liaison de ce facteur et favorisant la transcription de TRPC6, ce qui pourrait etre un des 
mecanismes liant TRPC6 a l'hypertension arterielle pulmonaire idiopathique (Yu et al., 
2009). 
L'hypertension pulmonaire hypoxique, ou vasoconstriction pulmonaire hypoxique est 
causee par une diminution de l'apport en oxygene induisant la proliferation des PASMC. 
L'hypertension et la vasoconstriction subsequentes ont ainsi pour but de retablir la 
normoxie. II a ete demontre que les SOCE et ROCE sont augmentes par l'hypoxie 
chronique dans les PASMC via une plus grande expression de TRPC1 et TRPC6, ce qui 
contribue a l'augmentation du tonus vasculaire caracteristique aux cas d'hypertension 
pulmonaire hypoxique (Lin et al., 2004). Ce role de TRPC6 dans la vasoconstriction 
pulmonaire hypoxique a ete confirme alors que des souris TRPC6-/- ne demontrent plus 
ce mecanisme essentiel. L'hypoventilation de ces souris mene a une hypoxemic severe, 
alors que les souris de type sauvage peuvent supporter le meme traitement (Weissmann et 
al., 2006). Le Sildenafil, aussi connu sous son nom commercial de Viagra, est un 
inhibiteur de la phosphodiesterase 5 et a ete identifie comme etant un agent prometteur 
dans le traitement de l'hypertension pulmonaire. II a ete demontre que cette molecule 
reduit l'expression de TRPC6 (et TRPC1), affectant Phomeostasie calcique des PASMC 
et diminuant ainsi le tonus vasculaire des arteres pulmonaires (Lu et al., 2010). TRPC6 
semble done etre une bonne cible pour le traitement de l'hypertension pulmonaire. 
L'augmentation de l'expression de TRPC6 par l'hypoxie a aussi ete observee dans des 
cellules de glioblastome multiforme, ou l'hypoxie pousse ces tumeurs vers des 
phenotypes plus agressifs et malins. L'inhibition de TRPC6 dans ce type cellulaire 
attenue la croissance, l'invasion et l'angiogenese des gliomes (Chigurupati et al., 2010). 
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TRPC6 a ete dccrit dans plusicurs autres etudes comme favorisant la proliferation 
cellulaire, particulierement dans des cas de cancer. II est entre autre hautement exprime 
dans les cellules squameuses de carcinome de l'cesophage, ou son inhibition supprime la 
proliferation de ces cellules tumorales et arrete le cycle cellulaire en phase G2/M, c'est-a-
dire avant la phase de mitose (Ding et al., 2010). Ceci avait aussi ete observe dans des 
cellules epitheliales humaines de cancer de l'estomac, alors qu'un inhibiteur des TRPC ou 
bien la surexpression d'une forme dominante-negative de TRPC6 (TRPC6DN) arretait 
aussi le cycle cellulaire en phase G2/M, inhibant aussi la croissance des cellules. Cette 
etude demontrait de plus que Finhibition de TRPC6 supprime la formation de tumeurs 
gastriques dans les souris nu/nu (Cai et al., 2009). Similairement, 1'inhibition de TRPC6 
(ou I'expression de TRPC6DN) dans les HUVEC (human umbilical vein endothelial 
cells) bloque le cycle cellulaire en G2/M et supprime la proliferation cellulaire et la 
formation de tubes induites par le VEGF. TRPC6 a done aussi un role a jouer dans 
Fangiogenese (Ge et al., 2009; Hamdollah Zadeh et al., 2008). Enfin, il a aussi ete 
demontre que la surexpression de TRPC6 dans des cellules d'hepatome humain accelere 
la proliferation et Famplitude du SOCE. Le role potentiel de TRPC6 dans l'oncogenese 
est appuye par le fait que son expression est faible dans des hepatocytes issus de sujets 
sains, alors qu'elle est plus forte dans des echantillons tumoraux tires de patients 
cancereux (El Boustany et al., 2008). 
Recemment, des mutations dans TRPC6 ont ete demontrees comme etant une cause de 
FSGS (focal and segmental glomerulosclerosis), une maladie renale caracterisee par une 
proteinuric due a l'apparition de breches dans la barriere reno-capillaire (Reiser et al., 
2005; Winn et al., 2005). Cette barriere est entre autres composee de podocytes, cellules 
du glomerule dont les extensions appelees pieds s'intercalent autour des capillaires et 
assurent le controle de la permeabilite. TRPC6 interagit avec des proteines structurales du 
podocyte, dont la nephrine et la podocine, situees dans les pieds du podocyte et controlant 
le slit diaphragm, qui est la barriere proprement dite. Au fil des annees, de nombreuses 
mutations ont ete identifiees, dont plusieurs augmentent Factivite de TRPC6 [revue 
TRPC6 et FSGS, (Mukerji et al., 2007)]. La surexpression de TRPC6 est aussi observee 
dans des cas de glomerulonephrite membranaire, ou on croit que la deregulation du 
calcium intracellulaire altere le cytosquelette d'actine, interferant avec le phenotype et la 
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fonction du podocyte et menant ainsi a la proteinuric D'ailleurs, ia surexpression 
transitoire de TRPC6 dans les podocytes de souris mene a une proteinuric (Moller et al., 
2007). 
Regulation des TRPC : phosphorylation par les kinases 
La modification post-traductionnelle est un moyen couramment employe par la cellule 
pour modifier l'activite, le routage, la localisation spatiale et la degradation d'une 
proteine. L'ubiquitinylation, I'ajout d'acides gras comme des groupements farnesyl ou 
geranyl, et la glycosylation en sont quelques exemples. La phosphorylation est certes le 
plus etudie et probablement le plus retrouve dans la cellule. Les TRPC ont presque tous 
ete demontres pour etre phosphoryles par une kinase ou une autre, affectant ainsi leur 
stabilite, leur routage ou leur activite. 
II a ete montre que TRPC1 doit etre phosphoryle par la PKCa afin d'etre actif, ce qui est 
necessaire a l'entree de calcium et la permeabilite endotheliale induite par la thrombine 
(Ahmmed et al., 2004). Cette phosphorylation est aussi essentielle a l'activation du SOCE 
dependant de TRPC1 par le PIP2 dans les myocytes de veine porte de lapin (Saleh et al., 
2009a) ou dans les myocytes de l'artere coronaire de lapin (Saleh et al., 2009b). La 
tyrosine-kinase Src joue un role similaire sur TRPC3, alors que l'activite de ce canal n'est 
plus observee si exprime dans des lignees cellulaires deficientes pour Src ou sous I'effet 
d'inhibition de Src (Vazquez et al., 2004). Le role de la PKC dans la regulation de TRPC3 
a ete demontre a maintes reprises. L'activite de TRPC3 est diminuee en presence 
d'activateur de PKC, et augmentee en presence d'inhibiteurs specifiques (Venkatachalam 
et al., 2003). Trebak et al. ont montre que la PKC opere un mode de retroaction negative 
sur TRPC3 en le phosphorylant sur sa Ser712. Alors que TRPC3 de type sauvage est 
inhibe suite a l'activation de la PKC par le PMA, le mutant S712A devient insensible a la 
PKC (Trebak et al., 2005). L'equipe du Pr Xiao Qiang Yao {Chinese University of Hong 
Kong) s'est interesse a la regulation de TRPC3 par la proteine kinase G (PKG). lis 
demontrent que l'activation de la PKG par l'application de GMPc inhibe l'entree SOCE 
dans des cellules HEK293 surexprimant TRPC3 et la PKG. Ceci est toutefois prevenu par 
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un traitement avec des inhibiteurs specifiques de la PKG, KT5823 et H8. lis ont aussi. 
identifie les sites de phosphorylation, soit les Thrll et Ser263, alors que les mutants 
alanine ne sont plus phosphoryles in vitro et ne sont plus affectes par le GMPc (Kwan et 
al., 2004). lis ont plus tard relie leurs resultats avec ceux de Trebak pour demontrer 
qu'une partie de Pinhibition dependante de la PKC de TRPC3 passait par I'activation de 
la PKG, alors que Finhibition induite par le PMA est en partie prevenue par un traitement 
inhibant la PKG ou par les mutations Tl 1A ou S263A (Kwan et al., 2006). 
TRPC4 est phosphoryle par une tyrosine-kinase de la famille de Src (STK), la kinase Fyn, 
sur ses residus 959 et 972. Cette phosphorylation induite par la stimulation des cellules a 
l'EGF favorise la translocation de TRPC4 a la membrane plasmique et son interaction 
avec le facteur de regulation de l'echangeur sodium/protons (NHERF). L'entree de 
calcium devient reduite dans les cellules traitees aux inhibiteurs de STK ou dans celles 
exprimant les mutants Y959/972F (Odell et al., 2005). La PKC peut phosphoryler TRPC5 
sur sa Thr972 suite a la stimulation des recepteurs muscariniques, ce qui desensibilise le 
canal calcique. L'inhibition de la PKC par l'utilisation du GF1 (bisindolylmaleimide I, 
inhibiteur specifique aux PKC) ou d'un peptide inhibiteur, ou encore I'expression du 
mutant T972A, previent ou ralentit la desensibilisation de TRPC5 (Zhu et al., 2005). 
Tout comme pour TRPC4, TRPC6 peut etre phosphoryle par Fyn sur un residu tyrosine, 
ce qui augmente son activite (Hisatsune et al., 2004). Bien qu'il ait ete montre que 
TRPC6 puisse etre phosphoryle par la proteine kinase A (PKA), il semblerait que cette 
phosphorylation n'ait pas d'effet sur son activite (Hassock et al., 2002). A I'instar de 
TRPC3, la PKG phosphoryle TRPC6 sur la Thr69, ce qui diminue son activite (Takahashi 
et al., 2008). Ceci est confirme par une seconde etude qui soutient aussi que cette 
phosphorylation bloque I'activation de NFAT, reduisant ainsi I'expression de TRPC6. La 
PKG agirait ainsi comme frein a I'activation et I'expression de TRPC6 (Koitabashi et al., 
2010). La phosphorylation de TRPC6 par la PKG sur le residu Thr69 serait aussi 
tributaire des effets anti-hypertrophiques induits par l'inhibition de la phosphodiesterase 5 
(PDE5). En effet, il est connu que la PDE5 promeut I'hypertrophie cardiaque, ce qui est 
prevenu par l'inhibition de cette enzyme. La substitution de la Thr69 de TRPC6 pour une 
alanine abolit les effets anti-hypertrophiques des inhibiteurs de PDE5, faisant de TRPC6 
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une cible therapeutique pour la prevention de 1'hypertrophie cardiaque pathologique 
(Nishida et al., 2010). Ceci est appuye par une etude similaire etablissant le role de la 
phosphorylation de la Thr69 par la PKG dans l'effet anti-hypertrophique de la voie 
peptides natriuretiques-guanylyl cyclase A (Kinoshita et al., 2010). La regulation de 
TRPC6 par la PKC a ete suggeree depuis longtemps, sans toutefois avoir ete confirmee. 
Dans une etude suggerant aussi une phosphorylation par la calmoduline kinase II 
(CaMKII), Shi et al. demontrent par electrophysiologie que I'inactivation de TRPC6 est 
ralentie par Finhibition pharmacologique de la PKC (Shi et al., 2004), ce qui est aussi 
remarque par deux autres equipes (Saleh et al., 2006; Zhang et al., 2006a). Cette 
phosphorylation est demontree pour avoir lieu sur le residu Ser768 de TRPC6, 
l'equivalent de la Ser712 de TRPC3, et la dephosphorylation est operee par la 
calcineurine (Kim et Saffen, 2005). Par contre, les etudes precedemment citees n'ont pas 
ete en mesure de demontrer que le mutant S768A de TRPC6 n'est plus affecte par la 
PKC, ce qui serait la confirmation que c'est bel et bien le site d'action de la PKC sur 
TRPC6. 
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OBJECTIFS DE L'ETUDE 
II est maintenant clair que 1'expression et l'activite de TRPC6 ont des roles a jouer dans 
plusieurs pathologies, dont 1'hypertension pulmonaire, certains cancers et la 
glomerulosclerose focale et segmentale. Puisque ces maladies impliquent generalement 
une augmentation de l'expression et de l'activite de TRPC6, comprendre la regulation de 
TRPC6 nous rapproche du but ultime, soit la mise au point d'une molecule faisant de 
TRPC6 une cible therapeutique. La regulation de TRPC6 par les kinases est un aspect qui 
a ete aborde par quelques equipes, sans que les etudes en decoulant n'avancent 
grandement l'etat des connaissances. 
La PKC semble inhiber TRPC6 mais ce phenomene n'etait pas bien compris, pas plus que 
la localisation de la phosphorylation. Nous nous sommes done proposes d'investiguer la 
regulation de TRPC6 par la PKC. Nous verifions que la modulation de la PKC augmente 
ou diminue 1'entree de calcium, dependamment de 1'utilisation d'inhibiteurs ou 
d'activateurs de la PKC, respectivement. Nous confirmons, par des etudes de marquage 
metabolique, que la PKC phosphoryle TRPC6. Enfin, nous identifions le residu touche 
par la phosphorylation, et confirmons son implication dans la regulation par la PKC de 
TRPC6, par des essais de mesures de calcium intracellulaire et de marquage metabolique. 
Dans un deuxieme temps, nous montrons que TRPC6 est phosphoryle de facon basale, 
c'est-a-dire sans stimulation cellulaire. Nous investiguons aussi cette phosphorylation et 
ses effets sur l'activite de TRPC6. 
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ARTICLE #1 - AVANT-PROPOS 
Protein kinase C-dependent phosphorylation of transient receptor potential 
canonical 6 (TRPC6) on serine 448 causes channel inhibition. 
Auteurs : Simon M. Bousquet, Michael Monet et Guylain Boulay 
Statut: Paru dans Journal of Biological Chemistry, le 24 decembre 2010, 
285(52):40534-43. 
Avant-propos: 
J'ai effectue la grande majorite des experiences, ainsi que leur analyse. J'ai participe a 
l'ecriture et a la preparation du manuscrit. 
Cit6 comme : Bousquet et al, 2010. 
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RESUME DE L'ARTICLE #1 
TRPC6 est un canal cationique dans la membrane plasmique qui joue un role dans 
l'entree de calcium suivant la stimulation d'un recepteur couple a une proteine Gq ou 
d'un recepteur tyrosine-kinase. Une deregulation de l'activite de TRPC6 cause la 
proliferation anormale des cellules musculaires lisses et la glomerulosclerose. Dans la 
presente etude, nous investiguons la regulation de l'activite de TRPC6 par la proteine 
kinase C (PKC). Nous demontrons que 1'inhibition de la PKC par le GFl ou son 
activation avec le phorbol 12-myristate 13-acetate augmente ou inhibe, respectivement, 
l'entree de Ca2+ induite par un agoniste dans les cellules exprimant TRPC6. Des resultats 
similaires sont obtenus quand TRPC6 est directement active avec le l-oleyl-2-acetyl-sn-
glycerol. L'activation des cellules avec le carbachol augmente la phosphorylation de 
TRPC6, un effet qui est prevenu par l'inhibition de la PKC. Le residu cible de la PKC a 
ete identifie par un balayage alanine de tous les sites canoniques de la PKC sur TRPC6. 
De facon inattendue, tous les mutants, incluant TRPC6S768A (un residu prealablement 
propose pour etre la cible de la PKC), ont demontre une inhibition dependante de la PKC 
de leur activite canal. Un logiciel de prediction de sites de phosphorylation a suggere que 
la Ser448, situee dans une sequence non-canonique de la PKC, est une cible potentielle 
pour la PKC8. Des experiences d'entree de Ba2+ et de Ca2+ ont revele que le GFl 
n'augmente pas l'activite de TRPC6S448A. Chez les cellules musculaires lisses vasculaires 
A7r5 qui expriment TRPC6 de facon endogene, nous observons qu'une isoforme nouvelle 
de PKC inhibe l'entree de Ca2+ induite par la vasopressine. De plus, la reduction de 
l'expression de la PKC5 dans les cellules A7r5 amplifie l'entree de Ca vasopressine-
induite. En resume, nous demontrons que la PKC5 exerce un effet de retrocontrole negatif 
sur TRPC6 via la phosphorylation de la Ser448. 
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ABSTRACT 
TRPC6 is a cation channel in the plasma membrane that plays a role in Ca2+ entry 
following the stimulation of a Gq-protein coupled or tyrosine kinase receptor. A 
dysregulation of TRPC6 activity causes abnormal proliferation of smooth muscle cells 
and glomerulosclerosis. In the present study, we investigated the regulation of TRPC6 
activity by protein kinase C (PKC). We showed that inhibiting PKC with GFl or 
activating it with phorbol 12-myristate 13-acetate potentiated and inhibited agonist-
induced Ca2+ entry, respectively, into cells expressing TRPC6. Similar results were 
obtained when TRPC6 was directly activated with 1-oleyl-2-acetyl-sn-glycerol. 
Activation of the cells with carbachol increased the phosphorylation of TRPC6, an effect 
that was prevented by the inhibition of PKC. The target residue of PKC was identified by 
an alanine screen of all canonical PKC sites on TRPC6. Unexpectedly, all the mutants, 
including TRPC6S768A (a residue previously proposed to be a target for PKC), displayed 
PKC-dependent inhibition of channel activity. Phosphorylation prediction software 
suggested that Ser448, in a non-canonical PKC consensus sequence, was a potential target 
7+ 7+ 
for PKC8. Ba and Ca entry experiments revealed that GFl did not potentiate 
TRPC6S448A activity. Moreover, activation of PKC did not enhance the phosphorylation 
state of TRPC6S448A. Using A7r5 vascular smooth muscle cells, which endogenously 
express TRPC6, we observed that a novel PKC isoform is involved in the inhibition of the 
vasopressin-induced Ca2+ entry. Furthermore, knocking down PKC5 in A7r5 cells 
potentiated vasopressin-induced Ca2+ entry. In summary, we provide evidence that PKC8 
exerts a negative feedback effect on TRPC6 through the phosphorylation of Ser448. 
INTRODUCTION 
Ca2+ is a second messenger in all cell types. While the intracellular concentration of Ca2+ 
([Ca ],) is tightly controlled and normally maintained at low levels, increases modulate 
cellular functions such as secretion, gene transcription, and the activation of a variety of 
effectors (1). TRPC6 allows Ca to enter cells from the extracellular medium when it is 
stimulated by the phospholipase C/inositol-l,4,5-triphosphate (IP3) pathway. This channel 
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is a member of the TRPC family (transient receptor potential canonical), which includes 
seven members (TRPC1 to TRPC7). Many pathophysiologies arise when TRPC6 
expression or activity is dysregulated. Focal segmental glomerulosclerosis (FSGS) is a 
channelopathy associated with TRPC6 and is caused by missense mutations, including 
gain-of-function mutations (2,3). In some cases of idiopathic pulmonary arterial 
hypertension, the expression of TRPC6 has been reported to be higher in pulmonary 
artery smooth muscle cells (4,5). An upregulation of TRPC6 in hepatocytes has also been 
linked to liver cancer (6). These examples stress the importance of understanding the 
mechanisms responsible for the regulation of TRPC6. 
The exact mechanism by which TRPC6 is activated is not clear, but it occurs when a 
GqPCR or tyrosine kinase receptor is activated, leading to IP3 and diacylglycerol (DAG) 
formation from phosphatidyl-4,5-bisphosphate (PIP2) hydrolysis by phospholipase C. IP3 
binds to its receptor, IP3R, on the endoplasmic reticulum leading to Ca2+ release, which is 
the first phase of Ca2+ mobilization. The second phase takes place as Ca2+ channels, 
including TRPCs and Orai (7,8), are activated at the plasma membrane and maintain high 
intracellular Ca2+ levels as long as the stimulation is sustained. DAG, along with Ca2+, 
activates protein kinase C (PKC), which regulates the activity of many proteins involved 
in Ca2+ signaling, including IP3R (9,10), L-type Ca2+ channels (11), and TRP proteins 
(12). Trebak et al. showed that TRPC3, the closest relative of TRPC6, is phosphorylated 
on residue Ser712 by PKC (13), and that the activation of PKC by phorbol 12-myristate 
13-acetate (PMA) inhibits l-oleyl-2-acetyl-sn-glycerol (OAG)-mediated TRPC3 channel 
activation (13). 
It has been shown that TRPC6 is negatively regulated after phosphorylation of threonine 
69 by PKG (14). This phosphorylation event is also essential for the anti-hypertrophic 
effects of phosphodiesterase 5 inhibitors (15-17). Since phosphorylation events play an 
important role in TRPC6 activity, we verified, in the present study, whether TRPC6 was a 
substrate for PKC. We showed that PKC can phosphorylate TRPC6 and that the 
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inhibition of PKC by bisindolylmaleimide I (GF1) or Go 6983 enhances agonist-induced 
Ca2+ entry into TRPC6-expressing cells. Mutagenesis studies showed that none of the 
twelve canonical phosphorylation sites for PKC exposed to the intracellular environment 
is involved in the phosphorylation of TRPC6. Further analysis of the TRPC6 sequence 
suggested that PKC5 can phosphorylate TRPC6 on Ser448, a non-canonical 
phosphorylation site for PKC. The mutation of Ser448 to Ala abolished the ability of PKC 
to phosphorylate TRPC6. In addition, agonist-induced Ca entry into cells expressing 
TRPC6S448A was not modified by GF1. Furthermore, we showed that PKC8 regulates 
vasopressin (AVP)-induced Ca2+ entry into A7r5 cells, which endogenously express 
TRPC6. In summary, we demonstrated that TRPC6 is phosphorylated on a non-canonical 
site by PKC in cellulo and that this phosphorylation down-regulates the activity of 
TRPC6. 
EXPERIMENTAL PROCEDURES 
Material- Cell culture media, serum, Hepes, trypsin, Opti-MEM I, LipofectAMINE 2000, 
Stealth RNAi™ siRNA Negative Control Med GC, and Zero Blunt Topo PCR cloning 
kits were purchased from Invitrogen (Burlington, ON, Canada). Phosphate-free culture 
media and G418 were from Wisent (St-Bruno, QC, Canada). NP-40 was from Roche 
(Laval, QC, Canada). GF1, Go 6976, Go 6983, carbachol (CCh), arginine vasopressin 
(AVP), phosphatase cocktail inhibitor set #2 and fura 2/AM were from Calbiochem (San 
Diego, CA, USA). PKC5 siRNA (ON-TARGETplus siRNA duplex, 5'-
GCAACGCUGCCAUCCAUAAUU-3' (sense) and 5'-
CUUAUGGAUGGCAGCGUUGCUU-3' (antisense)) were from Dharmacon (Chicago, 
IL, USA). Rabbit polyclonal and mouse monoclonal anti-hemagglutinin (HA)-specific 
antibodies were from Covance (Berkeley, CA, USA). Rabbit polyclonal anti-TRPC6 was 
from Chemicon (Temecula, CA, USA). Rabbit polyclonal anti-PKCS (C-17) was from 
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). Peroxidase-conjugated donkey anti-rabbit 
antibodies, peroxidase-conjugated sheep anti-mouse antibodies, protein A-sepharose CL-
4B, and Biomax MR films were from GE Healthcare (Baie d'Urfe, QC, Canada). Western 
Lightning Chemiluminescence Reagent Plus, 0.2 urn nitrocellulose membrane, and 32P-
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orthophosphoric acid were from Perkin-Elmer Life Sciences (Woodbridge, ON, Canada).. 
All primers and oligonucleotides were from Integrated DNA Technologies (Coralville, 
IA, USA). Phusion High-Fidelity DNA polymerase was from Finnzymes (Espoo, 
Finland). Restriction enzymes and T4 DNA ligase were from New England Biolab 
(Pickering, ON, Canada). Unless otherwise stated, all other reagents were from Sigma-
Aldrich (Oakville, ON, Canada) or Laboratoire MAT (Quebec City, QC, Canada). 
Molecular biology- Standard molecular biology techniques were used for to isolate, 
analyze, and clone DNA (18,19). Point mutations in mouse TRPC6 were introduced using 
a PCR-based site-directed mutagenesis strategy. The PCR fragment was subcloned into 
the pCR-Blunt II-TOPO vector using a Zero Blunt TOPO PCR cloning, kit. The fragment 
was sequenced and was then introduced into HA-tagged TRPC6 in pcDNA3.1. All 
constructs were confirmed by sequencing from double-stranded DNA templates using the 
dideoxynucleotide termination method (20). 
Cell culture and transfection- HEK293T cells and A7r5 vascular myocytes were 
maintained at subconfluence in Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) 
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 50 U/ml of penicillin, and 50 ug/ml 
streptomycin at 37°C in a humidified atmosphere containing 5% CO2. T6.11 cells 
(HEK293 stably transfected with mouse TRPC6) were cultured in the same medium 
supplemented with G418 (400 ug/ml). For transient transfections, six-well plates were 
treated with 0.1 mg/ml poly-L-lysine for 30 min, rinsed with PBS (137 mM NaCl, 3.5 
mM KCl, 10 mM sodium phosphate buffer, pH 7.4), and air-dried. A total of 1 ug of 
plasmid DNA per well was added in 250 ul Opti-MEM I, to which 2.5 ul of 
LipofectAMINE 2000 diluted in 250 ul of Opti-MEM I was added and thoroughly mixed. 
After a 20-min incubation, 8 x 105 HEK293T cells diluted in 1.5 ml of culture medium 
without antibiotics were added per well. The cells were incubated for 16 h at 37°C in a 
humidified atmosphere containing 5% CO2. After a 24-h transfection period, the cells 
from one well were transferred onto 3 poly-L-lysine coated coverslips for [Ca2+]t 
measurements or into a 60-mm Petri dish for metabolic labeling assays. Transfection of 
A7r5 cells with siRNA were performed 24 h after the cells were plated at 1.5 xlO5 
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cells/poly-L-!ysine-trcatcd wells (six-well plate). siRNA were diluted in 250 ul of Opti-
MEMI and added to each well before adding 5 ul of LipofectAMINE 2000 diluted in 250 
ul of Opti-MEM I. Final concentration of siRNA was 50 nM. The mixture was incubated 
for 20 min at room temperature before addition to the A7r5 cells. The siRNA-
LipofectAMINE 2000 complex was incubated with A7r5 cells for 48 h at 37 °C in a 
humidified atmosphere containing 5% CO2. 
Metabolic labeling- Stably or transiently transfected cells grown in 60-mm Petri dishes 
were washed once with phosphate-free DMEM and incubated for 4 h in phosphate-free 
DMEM supplemented with 250 uCi/ml 32P-inorganic phosphate. The stimulations were 
performed by adding directly the agonists at 100X in the media. After the appropriate 
incubation time, the cells were washed twice with ice-cold PBS prior to being lysed. 
Immunoprecipitation- The cells were lysed with 1 ml of ice-cold lysis buffer (1.25% NP-
40, 1.25% sodium deoxycholate, 2 mM EDTA, 12.5 mM sodium phosphate, pH 7.2, 1 
ug/ml of soybean trypsin inhibitor, 5 ug/ml of leupeptin, 100 uM phenylmethylsulfonyl 
fluoride) supplemented with a phosphatase inhibitor cocktail for 30 min on ice with gentle 
agitation. They were then scraped from the surface of the Petri dish and centrifuged at 15 
000 x g for 15 min at 4°C. The supernatant was collected and immunoprecipitated with 50 
ul of protein A-sepharose beads (50% slurry) and anti-HA mouse antibody (1:1000) for 2 
h at 4°C. Samples were then centrifuged for 1 min at 4°C at 800 x g and washed twice 
with 500 ul of ice-cold lysis buffer. Immunoprecipitated proteins were dissolved in 40 ul 
of 2X Laemmli buffer and boiled for 5 min before being separated on 7% SDS-
polyacrylamide gels. The gels were then either dried and exposed to a film for 
autoradiography or the protein bands were transferred to a 0.2 um nitrocellulose 
membrane (400 raA for 2 h or 100 mA overnight in 150 mM glycine, 20 mM Tris-base, 
and 20% methanol) for immunoblotting. 
Immunoblots- The nitrocellulose membranes to which the whole cell lysates and 
immunoprecipitated proteins had been transferred were stained with Ponceau S (0.1% in 
5% acetic acid) to visualize the marker proteins, destained in TBST (20 mM Tris-HCl, pH 
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7.5, 137 mM NaCi, 0.1% Tween 20) and blocked in TBST containing 5% (w/v) nonfat 
dry milk for either 1 h at room temperature or overnight at 4°C. The membranes were 
then washed and incubated in TBST for either 2.5 h at room temperature or overnight at 
4°C with specific primary antibodies (rabbit anti-HA (1:1000) or mouse anti-actin (1:10 
000)). After three washes with TBST, the membranes were incubated for 1.5 h at room 
temperature in TBST containing peroxidase-conjugated donkey anti-rabbit-IgG (1:30 
000) or peroxidase-conjugated sheep anti-mouse-IgG (1:10 000). The blots were washed 
three times with TBST and the immune complexes were detected with the Western 
Lightning Chemiluminescence Reagent Plus kit using the manufacturer's protocol. 
Measurement of [Ca2+J,- We used the method described by Zhu et al. (21) to measure 
[Ca2+],. Briefly, A7r5, T6.ll, or transfected HEK293T cells grown on poly-L-lysine-
treated coverslips were washed twice with HBSS (120 mM NaCl, 5.3 mM KC1, 0.8 mM 
MgS04, 10 mM glucose, 1.8 mM CaC^, 20 mM Hepes, pH 7.4) and loaded with fura 
2/AM (1.5 uM in HBSS) for 20 min at room temperature in the dark. After washing and 
de-esterifying in fresh HBSS for 20 min at room temperature, the coverslips were inserted 
in a circular open-bottom chamber and placed on the stage of a Zeiss Axovert microscope 
fitted with an Attofluor Digital Imaging and Photometry System (Attofluor Inc., 
Rockville, MD, USA). The [Ca2+], in selected fura 2-loaded cells was measured by 
fluorescence videomicroscopy at room temperature using alternating excitation 
wavelengths of 334 and 380 nm (10 nm bandpass filters), and emitted fluorescence was 
monitored through a 510 nm dichroic mirror and a 520 nm long pass filter set. Free 
[Ca2+], was calculated from the 334/380 fluorescence ratios using the method of 
Grynkiewicz et al. (22). Reagents were diluted to their final concentrations in HBSS and 
applied to the cells by surface perfusion. Ca2+-free HBSS was supplemented with 0.5 mM 
EGTA to chelate any remaining extracellular Ca2+. For the Ba2+ entry assays, 1 mM Ba2+ 
was added to Ca2+-free, EGTA-free HBSS. For the transient transfections, the cells were 
co-transfected with cDNA encoding the M5 muscarinic receptor, and only those 
responding to carbachol (CCh) were analyzed. [Ca ], values were recorded every 3 s. 
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RESULTS 
We first investigated whether the inhibition of PKC could modulate CCh-induced Ca2+ 
mobilization in HEK 293 cells stably transfected with mTRPC6 (T6.ll cells) (23). As 
shown in Figure 1A, in the presence of extracellular Ca2+, 50 uM CCh caused a robust 
increase in [Ca2+]; from a basal value of approximately 70 nM to a peak value of 
approximately 210 nM. The [Ca2+]i then declined slowly and remained above the basal 
level for several minutes, which constituted a plateau phase. When the cells were pre-
treated with 100 nM GF1, a highly selective PKC inhibitor, the CCh-induced increase in 
[Ca2+]i reached a peak value similar to that of untreated cells. However, the [Ca2+]; 
remained elevated at a plateau of approximately 220 nM. In control HEK293 cells 
expressing angiotensin II receptor type 1 instead of TRPC6, the CCh-induced increase in 
[Ca2+]i was similar to that of the T6.11 cells, but the [Ca2+]j declined quickly to a plateau 
level of 130 nM within 45 s after the stimulation (Fig. IB). Under the same conditions, 
the [Ca2+]i in the T6.ll cells after 45 s was 165 nM (Fig. 1A). In HEK293 cells 
expressing the angiotensin II receptor type 1, GF1 slightly increased the peak [Ca ]i, but 
Ca2+ levels quickly returned to values similar to those of untreated cells (Fig. IB). 
To discriminate between CCh-induced Ca2+ release and CCh-induced Ca2+ entry, we used 
a Ca2+ depletion / Ca2+ readdition protocol. Cells were incubated for 30 s in Ca2+-free 
medium containing 0.5 mM EGTA before depleting the intracellular Ca2+ stores with 5 
uM CCh. Once the [Ca2+]i had returned to the basal level (2 min after the addition of 
CCh), the extracellular medium was replaced with medium containing 1.8 mM CaCb- As 
shown in Figure 2, in the absence of extracellular Ca2+, CCh-induced Ca2+ release was 
similar in TRPC6- and mock-transfected cells. When 1.8 mM CaCb was added to 
TRPC6-transfected cells, Ca2+ entry raised the [Ca2+]i to a plateau level of approximately 
190 nM (Fig. 2A). In the mock-transfected cells, the Ca2+ entry raised the [Ca2+]i to a 
lower plateau level of approximately 160 nM. Pre-treating the cells with GF1 increased 
CCh-induced net Ca2+ entry by 52.4 ± 13.1 nM and 21.9 ± 10.0 nM in TRPC6- and mock-
transfected cells, respectively (Fig. 2B). Net Ca2+ entry was calculated by subtracting the 
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Figure 2. PKC modulates agonist-induced Ca2+ entry. A, [Ca2+]s values were recorded 
in HEK293T transiently transfected with pcDNA3 (square) or TRPC6 (circle). Cells were 
incubated in the absence of extracellular Ca2+ (in the presence of 0.5 mM EGTA) for 30 s 
before being stimulated with 5 uM CCh. External Ca + (1.8 mM) was restored after 180 s. 
Cells were treated with 100 nM GFl (filled symbols) or not (open symbols) for 30 s 
before being stimulated. Graphs represent the average of 87 to 171 cells from four 
independent experiments. B, Maximal CCh-induced net Ca2+ entry values were calculated 
,2+ 2+ by subtracting the basal [Ca ]i value (average of the two values before Ca restoration) 
from the average of the three maximal [Ca2+]; values after Ca2+ was restored. GF1-
potentiated Ca2+ entry was calculated by subtracting the net control Ca2+ entry value from 
net GFl entry value. The histogram represents the average ± SD of four independent 
experiments. C, ATP-induced (100 uM) net Ca2+ entry values were calculated as in B. 
Cells were pretreated or not with 100 nM PMA or 100 nM GFl. The histograms represent 
the average ± SD of five independent experiments. * P < 0.03. 
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basal [Ca" ]j from the maximal [Ca ]; recorded once the Ca had been restored. These, 
results suggested that the inhibition of PKC causes increased TRPC6 activity and that 
PKC exerts an inhibitory effect on TRPC6. We next investigated how the activation of 
PKC with PMA could influence TRPC6-mediated Ca2+ entry. Because PMA greatly 
decreased CCh-induced IP3 production in the T6.11 cells (data not shown), we performed 
the Ca2+ depletion / Ca2+ readdition protocol by stimulating the cells with 100 uM ATP. 
As shown in Figure 2C, ATP caused a net Ca2+ entry of 38.4 ± 16.5 nM while a 
pretreatment of the cells with GFl increased ATP-induced net Ca2+ entry to 78.7 ± 28.7 
nM. The presence of PMA before the stimulation with ATP reduced Ca2+ entry by 75% to 
a net Ca2+ entry of 9.2 ±3.7 nM. These results further suggested that PKC decreases the 
activity of TRPC6. 
To confirm that the observed effect of PKC was due to a direct regulation of TRPC6, we 
exploited two characteristics that are distinctive of TRPC6. First, it has been shown that 
CCh generates a marked increase in receptor-operated Ca2+ entry (ROCE) in addition to 
store-operated Ca2+ entry (SOCE) in HEK293 cells overexpressing TRPC6 (23). The 
depletion of the intracellular Ca2+ store was induced with 1 uM thapsigargin, an 
irreversible inhibitor of the SERCA that causes a rapid leak of Ca2+ from the endoplasmic 
reticulum and triggers store-operated channels. Figure 3A shows that after an incubation 
of T6.11 cells with thapsigargin for 5 min, which completely depleted the intracellular 
Ca2+ store (24,25), 50 uM CCh caused an increase in [Ca2+]j to a peak value of 245 nM, 
which slowly declined to a value of 140 nM 2 min after the addition of CCh. In the 
presence of GFl, CCh still caused an increase in [Ca2+]i to a peak value similar to that of 
control cells, but the [Ca2+]j remained at a plateau value of 265 nM for at least 2 min after 
the addition of CCh. The net Ca2+ entry measured 2 min after the addition of CCh was 
18.2 ± 11.5 nM in untreated cells and 136.6 ± 14.1 in GFl-treated cells (Fig. 3B). 
Another distinctive characteristic of TRPC6 is that it can be activated by high 
concentrations of OAG, a non-metabolizable DAG analogue (26-28). Figure 4A shows 
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Figure 3. PKC inhibits ROCE. A, Fura-2 loaded T6.ll cells were stimulated with 1 uM 
thapsigargin in the presence of extracellular Ca2+ to induce store depletion and SOCE. 
CCh (50 uM) induced ROCE after 330 s. Cells were co-incubated with 100 nM GF1 
(filled circle) or not (open circle) and thapsigargin. The graphs represent the average of 
484 to 497 cells from six independent experiments. B, Net ROCEs were calculated by 
subtracting the basal [Ca2+]i value (average of two values before the CCh was added) 
from the average of three [Ca2+]j values recorded 2 min after the CCh was added. The 
histograms represent the average ± SD of six independent experiments. * P < 0.01. 
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Figure 4. PKC inhibits OAG-induced Ca2+ entry. A, Fura-2 loaded T6.11 cells were 
pretreated with 100 nM PMA (open triangles), 100 nM GF1 (filled circles), or not (open 
circles) for 60 s and were then stimulated with 100 uM OAG in the presence of 
extracellular Ca2+. The graphs represent the average of 178 to 213 cells from a typical 
experiment (n=3). B, OAG-induced net Ca2+ entry values after 2.5 min were calculated by 
subtracting the basal [Ca2+]i value (average of two values before the OAG was added) 
from the average [Ca2+]j values after 237-243 s. The values calculated for the PMA and 
GF1 treatments are reported with respect to the control condition. The histograms 
represent the average ± SD of three independent experiments. * P < 0.02. 
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100 uM OAG caused a slow elevation of [Ca ]i that reached a value of 122 nM in 1 min. 
in T6.ll cells. In the presence of 100 nM PMA, OAG-induced Ca2+ entry decreased to 
33.3 ± 11.0% of that of control cells (Fig. 4B). In the presence of 100 nM GF1, OAG-
induced Ca2+ entry increased to 144 nM (Fig. 4A), which corresponds to a relative 
elevation of 162.3 ± 24.1% of that of control cells (Fig. 4B). These results further 
suggested that PKC down-regulates the activity of TRPC6. 
To determine whether PKC phosphorylates TRPC6 in cellulo, HEK293 cells expressing 
TRPC6 were metabolically labeled using 32P-orthophosphate. PKC was then activated 
through the stimulation of the muscarinic receptor with 50 uM CCh. .Figure 5A shows 
that the immunoprecipitated TRPC6 was weakly phosphorylated under basal conditions. 
CCh increased the phosphorylation level of TRPC6 by 1.34 ± 0.17 fold, compared to the 
basal level (Fig. 5B). To further determine whether CCh-induced TRPC6 phosphorylation 
was due to PKC, cells were pre-incubated for 5 min with GF1 before the stimulation with 
CCh. GF1 did not modify the basal level of phosphorylation of TRPC6 (0.97 ± 0.05 times 
the basal level), but it completely inhibited the effect of CCh on TRPC6 phosphorylation 
(0.98 ±0.13 times the basal level) (Fig. 5A-B). These results suggested that CCh-induced 
TRPC6 phosphorylation occurs through a PKC-dependent pathway. 
It has previously been shown that the phosphorylation of Ser712 in TRPC3 by PKC 
abolishes TRPC3 activity (13). Since Ser712 in TRPC3 is part of a highly conserved five-
residue motif (PS712PKS) common to all TRPC members, we first substituted the 
equivalent residue (S768) of TRPC6 for alanine. Since Ba2+ is a poor substrate for ATPase 
pumps (29), and its influx is weak through endogenous channels in HEK293 cells, we 
measured the activity of TRPC6 and TRPC6S768A using a Ca2+ depletion/ Ba2+ readdition 
protocol. Cells were incubated for 30 s in Ca2+-free medium containing 0.5 mM EGTA 
before depleting the intracellular Ca2+ stores with 5 uM CCh. Once the [Ca2+]j had 
returned to the basal level (2 min after the addition of CCh), 1.0 mM Ba2+ was added 
extracellularly. After CCh-induced Ca2+ store depletion, mock-transfected cells displayed 
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Figure 5. PKC phosphorylates TRPC6 following a stimulation with CCh. A, 
Metabolic labeling was carried out as described in Material and Methods. T6.ll cells 
were pretreatmented or not with 500 nM GFl 5 min prior to stimulation with 50 uM CCh 
prevented TRPC6 phosphorylation by PKC. The autoradiogram is representative of three 
independent experiments. Autoradiography (upper panel) to assess phosphorylation or 
immunoblotting (lower panel) of TRPC6 was performed to determine the quantity of 
TRPC6 in the immunoprecipitate. B, The densitometric analysis of the autoradiograms 
from C is with respect to the control condition. The histogram represents the average ± 
SD of three independent experiments. * P < 0.05. 
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Figure 6. The TRPC6S/MA mutant is inhibited by PKC. A, HEK293T cells transiently 
transfected with pcDNA3 (upper panel), TRPC6 (middle panel), or TRPC6S768A (lower 
panel) were stimulated with 5 uM CCh as in Figure 2A. However, rather than Ca2+, 1 mM 
BaCb was added to assess entry after 180 s. Emitted fluorescence following excitation at 
340 nm was monitored and graphed. Cells were treated with 100 nM GF1 (filled symbols) 
or not (open symbols) for 30 s before being stimulated with 50 uM CCh. The graphs 
represent the average of 37 to 64 cells from a typical experiment (n=3). B, The net 
increase in F340 (AF340) was calculated by subtracting the basal F340 value (average of 
two values after 174-177 s) from the average of three values after 294-300 sec. The 
histograms are the average ± SD of three to six independent experiments. * P < 0.03. 
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very weak Ba"+ entry that was not modified in the presence of GFl (Fig. 6A, upper, 
panel). In the case of TRPC6-expressing cells, CCh induced steady Ba entry that was 
potentiated by GFl (Fig. 6A, middle panel). Unexpectedly, in the case of TRPC6S768A-
expressing cells, CCh induced steady Ba entry that was also potentiated by GFl (Fig. 
6A, lower panel). Figure 6B shows the net fluorescence (AF340) increase recorded 2 min 
after the addition of Ba . These results indicated that Ser is not involved in the PKC-
mediated inhibition of TRPC6. 
Since the amino acid sequence of TRPC6 contains 11 other intracellular consensus motifs 
(S/T-X-R/K) for PKC phosphorylation (supplementary Table 1), we .next individually 
substituted all the serine and threonine residues for alanine and evaluated the functionality 
of the mutant channels and their sensitivity to PKC. Mutants TRPC6T629A and 
TRPC6S928A were poorly expressed and their activity could not be evaluated. Figure 7 
shows that GFl could potentiate Ba2+ entry through wild-type TRPC6 as well as all the 
TRPC6 mutants. These results suggested that none of the conventional PKC 
phosphorylation motifs is involved in the modulation of TRPC6 by PKC. 
GPS2.1 computational software (30) predicts that PKC8 could phosphorylate TRPC6 on 
four additional putative phosphorylation sites (supplementary Table 2). We mutated two 
of these, Thr69 and Ser448, into Ala and investigated the impact on GFl-potentiated 
TRPC6 activity. GFl potentiated CCh-induced Ba2+ entry into cells expressing 
TRPC6 (data not shown). Interestingly, however, CCh-induced Ba entry was not 
potentiated by GFl in cells expressing TRPC6S448A (Fig. 8A). The activity of TRPC6S448A 
was also investigated by measuring CCh-induced Ca2+ entry, which was higher in cells 
expressing TRPC6S448A than in cells expressing TRPC6 (Fig. 8B). PKC (activated by 
CCh) likely did not exert its inhibitory effect on mutant TRPC6S448A. In support of this 
interpretation, Figure 8B also shows that GFl did not modify CCh-induced Ca2+ entry 
into cells expressing TRPC6S448A whereas it potentiated CCh-induced Ca2+ entry into cells 
expressing TRPC6. As shown in Figure 2B, GFl only slightly enhanced CCh-induced 
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Figure 7. All PKC-consensus TRPC6 mutants remain potentiated by GFl. HEK293T 
cells transiently transfected with pcDNA3 (mock), TRPC6 (T6WT), or mutant TRPC6 
were stimulated with 5 uM CCh, and Ba2+ entry was monitored as described in Figure 6. 
,2+ Net Ba entry was calculated by subtracting the basal F340 value (average of two values 
before adding the Ba ) from the average of three values taken 114-120 s after adding the 
2+
 entry value Ba2+. GFl-potentiated Ba2+ entry was calculated by subtracting the net Ba 
-2+ 
under control conditions from the net Ba entry value after the pretreatment with GFl. 
The histograms represent the potentiating effect of GFl on CCh-induced Ba2+ entry. The 
values are the average ± SEM from two to four independent experiments for the mutants 
and fourteen independent experiments for the mock and TRPC6 conditions. 
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Figure 8. PKC does not inhibit TRPCe8448*. A, HEK293T cells transiently transfected 
with pcDNA3, TRPC6, or TRPC6S448A were treated or not with 100 nM GFl and then 
stimulated with 5 uM CCh for 120 s before adding 1 mM BaC^. Net GFl-induced 
potentiation of AF340 was calculated (see Figures 6 and 7) and graphed as the average ± 
SD of three independent experiments. B, HEK293T cells transiently transfected with 
pcDNA3 (not shown), TRPC6 (squares), or TRPC6S448A (circles) were treated with 100 
nM GF 1 (filled symbols) or not (open symbols) and were stimulated with 5 pM CCh for 
2+ 2+ 120 s before extracellular Ca was restored to allow Ca entry. The graphs represent the 
average of 28 to 58 cells from a typical experiment (N=4). C, The histograms represent 
the relative potentiation of GFl of CCh-induced net Ca2+ entry compared to the mock-
transfected cells (average ± SD of four independent experiments). * P < 0.03. 
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Ca2+ entry in mock-transfected cells whereas in cells expressing TRPC6, it potentiated. 
CCh-induced Ca2+ entry 2.65 ± 1.57 fold compared to mock-transfected cells (Fig. 8C). 
However, in cells expressing TRPC6S448A, GF1 barely increased CCh-induced Ca2+ entry 
compared to mock-transfected cells (0.37 ± 0.09-fold) (Fig. 8C). These results 
demonstrated that Ser448 mutation abolishes the sensitivity of TRPC6 to PKC. 
To investigate whether TRPC6S448A is a substrate for PKC, HEK293 cells were 
metabolically labeled using 32P-orthophosphate. Under these conditions, PMA increased 
the phosphorylation level of TRPC6 (Fig. 9A) 1.63 ± 0.20-fold over the basal 
phosphorylation level. In addition, the increase was prevented in the. presence of GF1 
(1.07 ± 0.22-fold over the basal level) (Fig. 9B). Under the same conditions, the basal 
phosphorylation level of TRPC6S448A was similar to that of TRPC6 (1.01 ± 0.19), while 
PMA had no effect (1.18 ± 0.23) (Fig. 9B). As expected, GF1 did not modify the 
phosphorylation level of TRPC6S448A in the presence of PMA (1.16 ± 0.27). These results 
suggested that Ser448 of TRPC6 is phosphorylated by PKC and is responsible for the 
PKC-mediated inhibition of TRPC6. 
It has previously been shown that the A7r5 cells express high levels of TRPC6 and that 
knockdown of TRPC6 decreases AVP-induced Ca2+. entry by 50% to 70% (31-33). We 
investigated the influence of PKC on AVP-induced Ca2+ entry in A7r5 cells. Using the 
Ca2+ depletion / Ca2+ readdition protocol, we showed that 100 nM AVP caused a net Ca2+ 
entry of 82.6 ± 26.3 nM 2 min after extracellular Ca2+ was restored. PMA (100 nM) did 
not alter the Ca release phase (Fig. 10A). However, net AVP-induced Ca entry 
decreased to 21.2 ± 12.2 nM in cells pre-treated with PMA (Fig. 10C). To evaluate the 
implication of novel PKC isoforms in the inhibition of AVP-induced Ca2+ entry, we used 
the two structurally similar PKC inhibitors, Go 6983 and Go 6976. Go 6983 can inhibit 
conventional PKC and novel PKC with similar potencies whereas Go 6976 is inactive on 
novel PKC (34,35). Figure 10B and C show that 100 nM AVP caused a net Ca2+ entry 
7-1-
(amplitude of 90.1 ± 17.4 nM) measured 2 min after extracellular Ca was restored. In 
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Figure 9. TRPC6S448A is not phosphorylated following PKC activation. A, HEK293T 
cells transiently transfected with TRPC6 or TRPC6S were metabolically labeled, 
treated with 500 nM GFl or not for 5 min, and then stimulated with 1 uM PMA or not for 
5 min. Autoradiography (upper panel) to assess phosphorylation or immunoblotting 
(lower panel) of TRPC6 was performed to determine the quantity of TRPC6 in the 
immunoprecipitate (representative of four independent experiments). B, The histograms 
represent the relative amount of TRPC6 phosphorylated, calculated as the ratio of 
phospho-TRPC6 (determined by densitometric analyses of autoradiograms) to total 
TRPC6 (determined by scan and quantification of the immunoblot signals) for each 
sample (average ± SD of four independent experiments). * P < 0.01. 
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Figure 10. AVP-induced Ca2+ entry in A7r5 cells is inhibited by PKC. A7r5 cells were 
incubated in the absence of extracellular Ca2+ (in the presence of 0.5 mM EGTA) for 30 s 
before being stimulated with 100 nM AVP. External Ca2+ (1.8 mM) was restored after 
180 s. A, Cells were treated with 100 nM PMA (open triangles) or not (open circles) for 
30 s before being stimulated. The graphs are the average of 257 to 333 cells from three 
independent experiments. B, Cells were treated with 200 nM Go 6983 (filled triangles), 
Go 6983 (filled square), or not (open circles) for 30 s before being stimulated. The graphs 
are the average of 119 to 130 cells from three independent experiments. C, Net Ca2+ entry 
(average of [Ca2+], values after 174-177 s subtracted from [Ca2+], values after 294-300 s) 
were calculated and graphed as average ± SD of three independent experiments. * P < 
0.03. 
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the presence of Go 6976, AVP-induced net Ca entry was similar to that of the control 
(75.3 ± 18.3 nM), whereas Go 6983 potentiated AVP-induced net Ca2+ entry (153.3 ± 
38.4 nM). These results suggest that a novel PKC isoform is involved in the inhibition of 
AVP-induced Ca2+ entry in A7r5 cells. The specific role of PKC5 was assessed by 
transfecting A7r5 cells with PKC5 siRNA. Treatment of cells with 50 nM PKC8 siRNA 
significantly reduced the expression of PKC5 to 47.0 ± 4.6% (fig. 11A and B). 
Nonspecific PKC8 siRNA showed no effect. The consequences of knocking down the 
expression of PKC8 on AVP-induced Ca2+ entry were evaluated using the Ca2+ depletion / 
Ca2+ readdition protocol. Figure 11C shows that AVP-induced Ca2+ entry was higher in 
cells knocked down for PKC5 compared to control cells. In cells treated with siCtl, AVP-
induced net Ca2+ entry was 122.8 ± 8.4 nM, whereas in cells treated with siPKCS, AVP-
induced net Ca2+ entry was 215.5 ± 30.8 nM (fig. 11C and D). These results demonstrated 
that the activity of endogenously expressed TRPC6 in A7r5 cells is modulated by PKC8 
as with recombinant TRPC6 expressed in HEK293 cells. 
DISCUSSION 
PKC plays an important role in cellular functions by regulating many different signaling 
pathways, including Ca2+ entry (36-38). In the present study, we showed that PKC also 
inhibits the activity of TRPC6. These results are in agreement with those of Shi et al. (39), 
who showed that ionic currents in HEK293 cells transfected with TRPC6 are inhibited by 
PKC following the stimulation of the muscarinic receptor. We also observed an inhibitory 
effect of PKC on TRPC6 activity in cells endogenously expressing TRPC6. Stimulating 
mesenteric artery myocytes with angiotensin II activates two different types of current 
(40). One of these currents, which is inhibited by an intracellular application of an anti-
TRPC6 antibody, is down-regulated by PKC. In PCI 2D cells, CCh-induced Ba2+ entry is 
abolished after a siRNA knockdown of TRPC6 (41). CCh-induced Ba2+ entry is also 
inhibited by PKC in these cells. All evidence to date indicates that the activity of TRPC6 
is down-regulated by PKC. 
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.2+ Figure 11. Depletion of PKC8 in A7r5 enhances AVP-induced Ca entry. A7r5 cells 
were transfected with 50 nM of siRNA specific for PKC8 (siPKCS) or universal negative 
control (siCTL). A, After 48 h of transfection, cells were solubilized and the quantity of 
PKC5 (upper panel) or actin (lower panel) in the lysates was determined by Western blot. 
B, The densitometric analysis of PKC5 expression in control or PKC8-depleted cells is 
with respect to the control condition. The histogram represents the average ± SD of three 
independent experiments done in duplicate. C, A7r5 cells were transfected with siRNA 
specific for PKC8 (filled square) or universal negative control (open circles). After 48 h 
of transfection, fura-2-loaded transfected cells were incubated in the absence of 
extracellular Ca2+ (in the presence of 0.5 mM EGTA) for 30 s and then stimulated with 
100 nM AVP. External Ca2+ (1.8 mM) was restored after 180 s. D, The net Ca2+ entry was 
calculated by subtracting the value of [Ca2+]„ determined by the average of three values 
taken just before adding 1.8 mM extracellular Ca2+, from the average of three values of 
[Ca2+], taken 57-63 s after the addition of extracellular Ca2+. The results represent the 
mean ± S.D. of 120 to 137 cells from 3 independent experiments. * P < 0.02. 
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In this study, we also showed that inhibition of PKC slightly increases the CCh-induced 
Ca2+ entry in HEK293 cells. HEK293 cells endogenously express TRPC1 and TRPC3 
(21,42). Previous studies have shown that PKC enhances the activity of TRPC1 
(40,43,44) and inhibits the activity of TRPC3 (13,45,46), as well as TRPC4 (45), and 
TRPC5 (45,47). 
Also, PKC negatively regulates the activity of Orail (48). Therefore, the effects observed 
with the mock-transfected cells could result from an assortment of PKC-induced 
inhibition and activation of channels activity. 
We showed that TRPC6 expressed in HEK 293 cells is slightly phosphorylated under 
basal conditions and that the level of phosphorylation is increased by CCh. The CCh-
induced TRPC6 phosphorylation was prevented by GF1, a specific PKC inhibitor. It has 
previously been shown that Ser712 in human TRPC3 is phosphorylated by PKC and that 
phosphorylation causes a loss of channel activity (13). For mouse TRPC6, the equivalent 
residue is Ser768. We showed that the activity of TRPC6S768A is similar to that of wild-type 
TRPC6, and that activity increased following the inhibition of PKC. Mutations of nine 
putative consensus phosphorylation sites for PKC (S/T-X-R/K) in TRPC6 revealed that 
none of them is involved in PKC-mediated inhibition of TRPC6. The phosphorylation 
prediction software, GPS 2.1, identifies four putative phosphorylation sites for PKC8. 
One of the potential phosphorylation sites, Ser448, was in a sequence that was favorable 
for phosphorylation by PKC5. An oriented peptide library was used to show that the 
optimal sequence for phosphorylation by PKC8 contains a Phe at position P+l and 
hydrophobic residues at P+4 and P+5. In addition, basic residues at P+2, P+3, and P+4 
are not favorable for phosphorylation (49,50). The sequence surrounding Ser448 of TRPC6 
contains Phe at P+l, Thr at P+2, He at P+3, Phe at P+4, and Leu at P+5, which 
corresponds to the criterion for PKC8 phosphorylation. As expected, after being 
stimulated with CCh, mutant TRPC6S448A displayed greater activity than wild-type 
TRPC6. Moreover, GF1 did not potentiate CCh-induced Ba2+ or Ca2+ entry into cells 
expressing TRPC6S448A. More importantly, PMA did not increase the level of 
phosphorylation of TRPC6S448A. All these results suggested that Ser448 is phosphorylated 
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by a non-conventional PKC. Further studies are needed to determine the involvement of. 
PKC8 or other isoforms of PKC in the phosphorylation of TRPC6. Kim and Saffen (51) 
previously showed that, in PCI 2D cells, PKC phosphorylates TRPC6 on Ser768. In 
PCI 2D cells, TRPC6 forms a multiprotein complex that includes PKCct. However, the 
functional consequence of phosphorylating Ser768 on TRPC6 by PKC had not yet been 
investigated. The results of all these studies suggest that TRPC6 can be phosphorylated 
on at least two distinct sites, depending on which isoform of PKC is activated and on the 
cellular context. 
In A7r5 cells, TRPC6 is a major component in the AVP-induced cation current 
(33,52,53). We showed that, in A7r5 cells, Go 6983 strongly potentiated AVP-induced 
Ca2+ entry, whereas Go 6976, which is inactive on novel PKC isoforms, did not potentiate 
AVP-induced Ca2+ entry. Furthermore, PMA nearly abolishes Ca2+ entry. This effect of 
PMA has also been reported by Soboloff et al., who used OAG to activate TRPC6 (32). 
Also, it has been shown that in smooth muscle cells from rat intrapulmonary arteries, 
sphingosylphosphorylcholine potentiated the contractile responses induced by 
prostaglandin F2tt and U436619. This potentiation, which is attributed to enhancement of 
Ca2+ entry, was abolished by the broad spectrum PKC inhibitor Ro-31-8220, but not by 
Go 6976 (54). Finally, it was observed that in PKC5-deficient mast cells, a cells type 
expressing TRPC6 (55,56), the intracellular Ca2+ concentration is elevated (57). Thus, all 
these results, which were obtained with recombinant cell models and cell models 
endogenously expressing TRPC6, suggest that PKC5 plays a major role in regulating Ca2+ 
entry. 
In summary, our study demonstrated that PKC inhibits TRPC6 activity by 
phosphorylation of Ser448. Since both PKC and TRPC6 are activated following GqPCR 
signaling, PKC likely operates a negative feedback mechanism on TRPC6 activity to 
weaken Ca2+ entry. 
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receptor-operated Ca entry 
amino acid 
Ser04 
Thr09 
Ser14 
Thr23 
Ser55 
Thr64 
Ser258 
Thr629 
Ser768 
Ser835 
Ser892 
Ser928 
sequence 
SQSPR 
FVTRR 
GGSLK 
AGTRR 
YPSFR 
RLTHR 
ECSQK 
GRTVK 
VPSPK 
QSSTR 
ISSLR 
EESRR 
location 
N-terminus 
N-terminus 
N-terminus 
N-terminus 
N-terminus 
N-terminus 
N-terminus, between 4 * 
ARD and CC 
2nd intracellular loop 
C-terminus, putative IP3R 
interaction region 
C-terminus 
C-terminus CC 
C-terminus 
Bousquet et ah. Supplementary Table 1 
Supplementary Table 1. List of all canonical PKC phosphorylation sites on TRPC6 
sequence. 
amino acid 
Ser28 
Thr69 
Ser321 
Ser448 
sequence 
NESQD 
RQTIL 
KLSMQ 
AASFT 
location 
N-terminus 
N-terminus 
N-terminus coiled-coil 
N-terminus 
Bousquet et aL. Supplementary Table 2 
Supplementary Table 2. GPS2.1 generated PKC5 putative targets on TRPC6 
sequence. 
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RESUME DE L'ARTICLE #2 
Les TRPC sont des canaux cationiques impliques dans l'entree de calcium. Leur 
regulation par phosphorylation module leur routage et leur activite. L'activite de TRPC6 
augmente suite a sa phosphorylation par Fyn, et est inhibee par la PKG et la PKC. Une 
precedente etude de notre laboratoire a montre que TRPC6 est phosphoryle dans les 
cellules HEK293 en conditions non stimulees. Afin d'investiguer le mecanisme 
responsable de cette phosphorylation, nous avons utilise une approche de spectrometrie 
de masse combinee au marquage metabolique et avons decouvert que la serine en position 
814 de TRPC6 est phosphorylee dans des cellules non stimulees. La mutation de la Ser814 
en Ala n'affecte pas l'activite de TRPC6. Bien que la Ser814 fasse partie d'un site 
consensus pour la CK2 (caseine kinase 2), nous demontrons que la CK2 n'est pas 
impliquee dans la phosphorylation de TRPC6 ou la regulation de son activite. En resume, 
nous avons identifie un nouveau site de phosphorylation basale (Ser814) sur TRPC6 et 
demontrons que la CK2 n'est pas responsable de la phosphorylation de ce site. 
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ABSTRACT 
TRPC are nonselective cation channels involved in calcium entry. Their regulation by 
phosphorylation has been shown to modulate their routing and activity. TRPC6 activity 
increases following phosphorylation by Fyn, and is inhibited by PKG and PKC. A 
previous study by our group showed that TRPC6 is phosphorylated under unstimulated 
conditions in HEK293 cells. To investigate the mechanism responsible for this 
phosphorylation, we used a MS/MS approach combined with metabolic labeling and 
discovered that the serine at position 814 of TRPC6 was phosphorylated in unstimulated 
cells. The mutation of Ser814 into Ala did not change TRPC6 activity. Even though Ser814 
is within a consensus site for CK2, we showed that CK2 is not involved in the 
phosphorylation of TRPC6 or the regulation of its activity. In summary, we identified a 
new basal phosphorylation site (Ser814) on TRPC6 and showed that CK2 is not 
responsible for the phosphorylation of this site. 
INTRODUCTION 
Calcium homeostasis is crucial for every cell type, and its tight regulation allows 
intracellular calcium to be a widely used second messenger [Berridge et al., 2000]. This 
regulation is a fine balance between calcium entry from the extracellular medium, release 
from intracellular stores, and extrusion through the activity of pumps or exchangers. TRP 
(transient receptor potentials) are plasma membrane-embedded calcium channels that 
were first discovered in Drosophila melanogaster. Up to 28 mammalian isoforms of 
dTRP have been cloned so far and have been distributed into six subfamilies (TRPC, 
TRPV, TRPM, TRPP, TRPML, and TRPA) [Nilius et al., 2007]. TRPCs are the closest 
subfamily to dTRP and include seven members (TRPC1 to TRPC7). Their role as calcium 
channels has been well characterized, but their exact activation and regulation 
mechanisms have yet to be fully understood. Along with STIM and Orai, TRPCs are 
involved in store-operated and receptor-operated calcium entry following hormonal 
stimulation of GqPCR or RTK [Liao et al., 2007]. These receptors activate phospholipase 
CP or phospholipase Cy, which hydrolyze phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate into 
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diacylglycerol and inositol-1,4,5-trisphosphate (IP3). IP3 activates its receptor (IP3R) on 
the endoplasmic reticulum to induce calcium release. Store depletion and diacylglycerol 
formation activate channels located at the plasma membrane to induce Ca2+ entry as long 
as the stimulation is maintained. TRPC6 is one of these Ca2+ entry channels [Boulay et al., 
1997]. A dysregulation of TRPC6 has been associated with idiopathic pulmonary arterial 
hypertension [Yu et al., 2004; Yu et al., 2009], focal segmental glomerulosclerosis 
[Reiser et al., 2005; Winn et al., 2005], and hyperproliferation of cancer cells [El 
Boustany et al., 2008]. Understanding the mechanisms regulating TRPC6 activity and 
routing is thus essential to better treat or prevent these pathologies. 
Post-translational modification of TRPCs has been shown to influence their activity and 
routing. Following EGFR activation, TRPC6 is phosphorylated by Fyn, a Src family 
protein tyrosine kinase. Phosphorylation by Fyn allows optimal activation of TRPC6 
[Hisatsune et al., 2004]. PKG phosphorylates TRPC6 on Thr69, thus decreasing its 
channel activity [Takahashi et al., 2008]. PKC phosphorylates TRPC6 on Ser768 [Kim and 
Saffen, 2005] and Ser448 [Bousquet et al., 2010]. We have shown that PKC-dependent 
phosphorylation of TRPC6 on Ser448 decreases its activity and that TRPC6 is 
phosphorylated under basal conditions [Bousquet et al., 2010]. The purpose of the present 
study was to investigate the mechanism responsible for this basal phosphorylation of 
TRPC6. Using a mass spectrometry approach, we identified three peptides in TRPC6 that 
are phosphorylated under basal conditions. Among these sites, Ser814 contributed to 50% 
of the basal phosphorylation state of TRPC6. Surprisingly, mutant TRPC6S814A displayed 
activity similar to that of wild-type TRPC6. As Ser814 is within a consensus sequence for 
phosphorylation by casein kinase II (CK2), we used two CK2 inhibitors to investigate the 
possible involvement of this kinase. However, the inhibition of CK2 did not modify the 
phosphorylation state or activity of TRPC6. Thus, we had identified a new 
phosphorylation site on TRPC6. 
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EXPERIMENTAL PROCEDURES 
Material 
Cell culture media, serum, Hepes, trypsin, Opti-MEM I, LipofectAMINE 2000, and Zero 
Blunt Topo PCR cloning kits were purchased from Invitrogen (Burlington, ON, Canada). 
Phosphate-free culture media and G418 were from Wisent (St-Bruno, QC, Canada). NP-
40 was from Roche (Laval, QC, Canada). DMAT, TBCA, carbachol, arginine 
vasopressin, phosphatase cocktail inhibitor set #2, and fura 2/AM were from Calbiochem 
(San Diego, CA, USA). Rabbit polyclonal and mouse monoclonal anti-hemagglutinin 
(HA)-speciflc antibodies were from Covance (Berkeley, CA, USA). Peroxidase-
conjugated donkey anti-rabbit antibodies, peroxidase-conjugated sheep anti-mouse 
antibodies, protein A-sepharose CL-4B, and Biomax MR films were from GE Healthcare 
(Baie d'Urfe, QC, Canada). Western Lightning Chemiluminescence Reagent Plus, 0.2 urn 
nitrocellulose membranes, and 32P-orthophosphoric acid were from Perkin-Elmer Life 
Sciences (Woodbridge, ON, Canada). All primers and oligonucleotides were from 
Integrated DNA Technologies (Coralville, IA, USA). Phusion High-Fidelity DNA 
polymerase was from Finnzymes (Espoo, Finland). Restriction enzymes, PNGase F, and 
T4 DNA ligase were from New England Biolabs (Pickering, ON, Canada). Unless 
otherwise stated, all other reagents were from Sigma (Oakville, ON, Canada) or 
Laboratoire MAT (Quebec City, QC, Canada). 
Mass spectrometry 
Protein in-gel digestion- Excised acrylamide bands containing immunoprecipitated and 
separated TRPC6 were sent to the Proteomics Platform of the Eastern Quebec Genomics 
Center (CHUL Research Center, Quebec City, QC, Canada) for tandem mass 
spectrometry analysis. Proteins were extracted from gels, placed in 96-well plates, and 
washed with water. Tryptic digestion was performed using a MassPrep liquid handling 
robot (Waters, Milford, USA) according to the manufacturer's specifications and the 
protocol of Shevchenko et al. [Shevchenko et al., 1996] with the modifications suggested 
by Havlis et al [Havlis et al., 2003]. Briefly, proteins were reduced with 10 mM DTT and 
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alkylated with 55 mM iodoacetamide. The trypsin digestion was performed using 105 
mM modified porcine trypsin (sequencing grade, Promega, Madison, WI, USA) at 58°C 
for 1 h. Digestion products were extracted using 1% formic acid and 2% acetonitrile 
followed by 1% formic acid and 50% acetonitrile. The recovered extracts were pooled, 
vacuum centrifuge dried, resuspended in 8 ul of 0.1% formic acid, and 2 ul was analyzed 
by mass spectrometry. 
Mass spectrometry- Peptide samples were separated by online reversed-phase nanoscale 
capillary liquid chromatography and analyzed by electrospray mass spectrometry 
(MS/MS). The experiments were performed using a Thermo Surveyor MS pump 
connected to a LTQ linear ion trap mass spectrometer (ThermoFisher, San Jose, CA, 
USA) equipped with a nanoelectrospray ion source (ThermoFisher). The peptides were 
separated on a PicoFrit column (BioBasic CI8, 10 cm x 0.075 mm internal diameter, New 
Objective, Woburn, MA, USA) with a 2-50% linear gradient of solvent B (acetonitrile, 
0.1% formic acid) for 30 min at a flow rate of 200 nL/min (obtained by flow-splitting). 
Mass spectra were acquired using a data dependent acquisition mode using Xcalibur 
software version 2.0. Each full scan mass spectrum (400 to 2000 m/z) was followed by 
collision-induced dissociation of the seven most intense ions. The dynamic exclusion (30 
s exclusion duration) function was enabled, and the relative collisional fragmentation 
energy was set at 35%. All MS/MS samples were analyzed using Mascot (Matrix Science, 
London, UK; version 2.2.0) set up to search for the sequence of mouse TRPC6 assuming 
trypsin as the digestion enzyme. Mascot was searched with a fragment ion mass tolerance 
of 0.50 Da and a parent ion tolerance of 2.0 Da. The iodoacetamide derivative of cysteine 
was specified as a fixed modification, and the oxidation of methionine and the 
phosphorylation of serine, threonine, and tyrosine were specified as variable 
modifications. Four missed cleavages were allowed. 
Criteria for protein identification- Scaffold (version 2.00.05, Proteome Software Inc., 
Portland, OR, USA) was used to validate MS/MS-based peptide and protein 
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identifications. Peptide identifications were accepted if they exceeded 95% probability as 
specified by the Peptide Prophet algorithm [Keller et al., 2002]. Protein identifications 
were accepted if they exceed 95% probability and contained at least two identified 
peptides. Protein probabilities were assigned by the Protein Prophet algorithm 
[Nesvizhskii et al., 2003]. Proteins that contained similar peptides and could not be 
differentiated based on the MS/MS analysis alone were grouped to satisfy the principles 
of parsimony. For phosphopeptides, a pronounced neutral loss of phosphoric acid from 
the precursor ion and/or fragment ions was required as well as extensive coverage of the b 
and y series. In addition, the phosphopeptide spectra were submitted to Ascore to identify 
the phosphorylation site(s) on the peptide. Ascore measures the probability of correct 
phosphorylation site localization based on the presence and intensity of site-determining 
ions in MS/MS spectra [Beausoleil et al., 2006]. 
Molecular biology 
Standard molecular biology techniques were used to isolate, analyze, and clone DNA 
[Ausubel et al., 2002; Sambrook and Russell, 2001]. Point mutations in mouse TRPC6 
were introduced using a PCR-based site-directed mutagenesis approach. The PCR 
fragments were subcloned and amplified in the pCR-Bluntll-TOPO vector using a Zero 
Blunt TOPO PCR cloning kit. The fragments were sequenced and reinserted into 
hemagglutinin (HA)-tagged TRPC6 in pcDNA3.1 using the appropriate restriction 
enzymes and T4 DNA ligase. All constructs were confirmed by sequencing from double-
stranded DNA templates using the dideoxynucleotide termination method [Sanger et al., 
1977]. 
Cell culture and transfection 
HEK293T cells and A7r5 vascular myocytes were maintained at subconfluence in 
DMEM supplemented with 10% fetal bovine serum, 50 U/ml of penicillin, and 50 ug/ml 
of streptomycin at 37°C in a humidified atmosphere containing 5% CO2. T6.ll cells 
(HEK293 stably transfected with mouse TRPC6) were cultured in the same medium 
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supplemented with 400 ug/mi G418. For transient transfections, six-weli plates were, 
treated with 0.1 mg/ml poly-L-lysine for 30 min, rinsed with PBS (137 mM NaCl, 3.5 
mM KC1, 10 mM sodium phosphate buffer, pH 7.4), and air-dried. Plasmid DNA (1 ug) 
in 250 uL Opti-MEM I was placed in each well, to which 2.5 uL of LipofectAMINE 
2000 diluted in 250 ul of Opti-MEM I was added and thoroughly mixed. After a 20 min 
incubation, 8 x 105 HEK293T cells diluted in 1.5 ml of culture medium without 
antibiotics were added to each well. The cells were incubated for 16 h at 37°C in a 
humidified atmosphere containing 5% CO2. Twenty-four hours after the transfection, the 
cells from one well were transferred into a 60-mm Petri dish for metabolic labeling assays 
or deposited on three poly-L-lysine-treated coverslips for [Ca2+], measurements. 
Metabolic labeling 
Stably or transiently transfected cells grown in 60 mm Petri dishes were washed once 
with phosphate-free DMEM and incubated for 4 h in phosphate-free DMEM 
supplemented with 250 uCi/ml of 32P-inorganic phosphate. The cells were then washed 
twice on ice with ice-cold PBS-EDTA (137 mM NaCl, 3.5 mM KC1, 1 mM EDTA, 17.4 
mM Na2HP04, 3.5 mM NaH2P04) prior to being lysed. 
Immunoprecipitation and protein separation 
The cells were lysed with 1 ml of ice-cold lysis buffer (1.25% NP-40, 1.25% sodium 
deoxycholate, 2 mM EDTA, 12.5 mM sodium phosphate, pH 7.2, 1 fig/ml of soybean 
trypsin inhibitor, 5 ug/ml of leupeptin, 100 uM phenylmethylsulfonyl fluoride) 
supplemented with a phosphatase inhibitor cocktail for 30 min on ice with gentle 
agitation. They were then scraped from the surface of the Petri dish and centrifuged at 15 
000 x g for 15 min at 4°C. The supernatant was collected and immunoprecipitated with 50 
ul of protein A-sepharose beads (50% slurry) and anti-HA rabbit antibody (1:1000) for 2 
h at 4°C. The samples were then centrifuged for 1 min at 4°C at 800 x g and washed twice 
with 500 ul of ice-cold lysis buffer. Immunoprecipitated proteins were dissolved in 40 ul 
of 2X Laemmli buffer and boiled for 5 min before being separated on 8% SDS-
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polyacrylamide gels. The gels were then either stained, dried, and exposed to a film for 
autoradiography, or the protein bands were transferred onto a 0.2 um nitrocellulose 
membrane (400 mA for 2 h or 100 mA overnight in 150 mM glycine, 20 raM Tris-base, 
20% methanol) for immunoblotting. For MS/MS analyses, stained bands corresponding to 
TRPC6 were excised. 
Immunoblots 
The nitrocellulose membranes to which the whole cell lysates and immunoprecipitated 
proteins had been transferred were stained with Ponceau S (0.1% in 5% acetic acid) to 
visualize the marker proteins, destained in TBST (20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 137 mM 
NaCl, 0.1% Tween 20) and blocked in TBST containing 5% (w/v) nonfat dry milk for 
either 1 h at room temperature or overnight at 4°C. The membranes were then washed and 
incubated in TBST for 2.5 h at room temperature or overnight at 4°C with specific 
primary antibodies (mouse anti-HA 1:1000). After three washes with TBST, the 
membranes were incubated for 1.5 h at room temperature with TBST containing 1:10 000 
peroxidase-conjugated sheep anti-mouse IgG. The blots were washed three times with 
TBST, and the immune complexes were detected with a Western Lightning 
Chemiluminescence Reagent Plus kit using the manufacturer's protocol. 
Measurement of [Ca2+]i 
We used the method described by Zhu et al. [Zhu et al., 1996] to measure [Ca ]i. Briefly, 
T6.ll , A7r5, or transfected HEK293T cells grown on poly-L-lysine-treated coverslips 
were washed twice with HBSS (120 mM NaCl, 5.3 mM KC1, 0.8 mM MgS04, 10 mM 
glucose, 1.8 mM CaCb, 20 mM Hepes, pH 7.4) and loaded with fura 2/AM (1.5 uM in 
HBSS) for 20 min at room temperature in the dark. After washing and de-esterifying in 
fresh HBSS for 20 min at room temperature, the coverslips were inserted in a circular 
open-bottom chamber and placed on the stage of a Zeiss Axovert microscope fitted with 
an Attofluor Digital Imaging and Photometry System (Attofluor Inc., Rockville, MD, 
USA). Isolated fura 2-loaded cells were selected and their [Ca ]i were measured by 
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fluorescence vidcomicroscopy at room temperature using alternating excitation 
wavelengths of 334 and 380 nm (10 nm bandpass filters). Emitted fluorescence was 
monitored through a 510 nm dichroic mirror and a 520 nm long pass filter set. Free 
[Ca2+]i was calculated from the 334/380 fluorescence ratio using the method of 
Grynkiewicz et al. [Grynkiewicz et al., 1985]. Reagents were diluted to their final 
concentrations in HBSS and applied to the cells by surface perfusion. Ca -free HBSS 
was supplemented with 0.5 mM EGTA to chelate any remaining extracellular Ca . For 
the transient transfections, cells were co-transfected with cDNA encoding the M5 
muscarinic receptor, and only those responding to carbachol (CCh) were analyzed. [Ca ]i 
values were recorded every 3 s. 
RESULTS 
HEK293 cells stably expressing TRPC6 (HEK293 T6.ll) were solubilized, and TRPC6 
was immunoprecipitated using an anti-HA antibody and size fractionated by SDS-PAGE. 
The gel was stained with colloidal Brilliant Blue, and the bands corresponding to TRPC6 
(Fig. 1 A) were excised and in-gel digested with trypsin. Tryptic fragments were analyzed 
by LC-MS/MS and identified by database searches using the Mascot search engine. 
Sequence coverage of TRPC6 totaled 68.1% (77.8% of intracellular regions) (n = 2) (Fig. 
1A). Nano-LC-MS/MS analyses and MS spectra revealed three major phosphorylated 
peptides (Fig. IB). A peptide located in the N-terminus of TRPC6 revealed that Ser14 was 
phosphorylated. A second peptide located in the C-terminus revealed that Ser814 was also 
phosphorylated. A third peptide, also located in the C-terminus, revealed that either Ser902 
or Thr905 was phosphorylated. Figure 1C shows the MS/MS spectrum of phosho-Ser814. 
Figure ID shows the phosphorylation sites identified, the peptide on which they were 
identified, and the Ascore for each site. 
To determine which of these potential target sites were phosphorylated under 
unstimulated conditions, we mutated them to alanine. HEK293 cells were transiently 
transfected with the HA-tagged TRPC6 or mutants and metabolically labeled with 
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Figure 1. MS/MS identification of potential phosphorylated residues on TRPC6. 
A, Untreated T6.ll cells were lysed before TRPC6 was immunoprecipitated using an 
anti-HA antibody. The immunoprecipitated proteins were then deglycosylated with 
PNGaseF or not, before being separated by SDS-PAGE. Colloidal Brilliant Blue staining 
shows that both forms of TRPC6 are present. B, Sequence coverage of TRPC6 by nano-
LC-MS/MS after tryptic digestion is highlighted. Phosphorylation hits are identified by 
white characters on a black background. The transmembrane segments are underlined. 
Residues 931 to 939 represent the HA epitope. Total sequence coverage is 68%. C, 
Simplified LC-MS/MS spectrum of the FGISGpSHEDLSK peptide from TRPC6 
phosphorylated at Ser814. The phosphorylation of Ser814 was confirmed by the mass 
assignments of fragmentation ions b5, b6, y6, and y7. D, The four TRPC6 putative basal 
phosphorylations identified by LC-MS/MS analysis and the Ascore for each site are 
shown. An Ascore of 20 or more means that the phosphorylation is on that particular 
residue with a probability of 99%, and not on another serine, threonine, or tyrosine that 
may be present on the peptide. An Ascore of 0 for S902 and T905 means that we could 
not discriminate the residue on which the phosphorylation occurred. 
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inorganic 32P. HA-taggcd proteins were then immunuprecipitated with an anti-HA 
antibody and size fractionated by SDS-PAGE. The phosphorylation states of the proteins 
were revealed by autoradiography. Under basal conditions, the level of phosphorylation 
of mutant TRPC6S8,4A corresponded to 52.8 ± 28.0% of that of WT TRPC6 (Fig. 2A and 
2B). However, under basal conditions, the phosphorylation levels of mutants TRPC6S14A, 
TRPC6S902A, and TRPC6T905A were similar to that of WT TRPC6 (Fig. 2 A). Mutations did 
not alter the overall expression of TRPC6 (Fig. 2A, lower panel). As the substitution of 
Ser814 for Ala decreased the basal phosphorylation of TRPC6 by only 50%, these results 
suggested the existence of a second unknown phosphorylation site on TRPC6. These 
findings thus demonstrated that the Ser814 of TRPC6 is phosphorylated under 
unstimulated conditions. 
We next assessed the effect of the phosphorylation of Ser8'4 on the activity of TRPC6. 
HEK293 cells were transiently transfected with the M5 muscarinic receptor and with 
TRPC6 or its mutant TRPC6S814A. Ca2+ entry through TRPC6 was analyzed using the 
standard Ca2+ depletion/restoration protocol [Boulay et al., 1997]. Cells were incubated 
for 30 s in Ca2+-free medium containing 0.5 mM EGTA before depleting the intracellular 
Ca2+ stores with 5 uM CCh. Once the [Ca2+]i had returned to the basal level (2 min after 
the addition of CCh), the extracellular medium was replaced with medium containing 1.8 
mM CaCl2- Figure 3 A shows that, in the absence of extracellular Ca , CCh-induced Ca 
release was similar in TRPC6-, TRPC6S814A-, and mock-transfected cells. When 1.8 mM 
CaCl2 was added to TRPC6- and TRPC6S814A-transfected cells, Ca2+ entry raised the 
[Ca2+]i to a plateau level of approximately 250 nM and 260 nM, respectively (Fig. 3 A). In 
mock-transfected cells, Ca2+ entry raised the [Ca2+]j to a lower plateau level of 
approximately 210 nM. Figure 3B shows the relative net Ca2+ entry, which was calculated 
by subtracting the basal [Ca2+], from the maximal [Ca2+]j recorded after the extracellular 
Ca2+ had been restored. Compared to the endogenous net Ca2+ entry in mock-transfected 
cells, the expression of TRPC6 enhanced CCh-induced net Ca2+ entry to 127 ± 15% (n = 
6). Expression of TRPC6S814A gave similar results, with an increase of CCh-induced net 
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Figure 2. Metabolic labeling of TRPC6 and mutants reveals that Ser814 is 
phosphorylated. A, Metabolic labeling was carried out as described in Experimental 
Procedures. HEK 293T cells transfected with wild-type or mutant TRPC6 were lysed and 
TRPC6 was immunoprecipitated and separated by SDS-PAGE. The autoradiogram and 
the immunoblot are representative of three to five independent experiments. B, The 
histogram represents the relative amount of phosphorylated TRPC6 calculated as the ratio 
of phospho-TRPC6 (densitometric analysis of autoradiograms) to total TRPC6 
(determined by scanning and quantifying the immunoblot signals) for each sample. The 
histogram is the average ± SD of three to five experiments. * P < 0.03 
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Figure 3. The S814A mutation does not alter TRPC6 activity. 
A, [Ca2+]i was recorded in HEK293T transiently transfected with pcDNA3 (open circles), 
TRPC6WT (open diamonds), or TRPC6S814A (closed squares). The cells were incubated 
in the absence of extracellular Ca2+ (in the presence of 0.5 mM EGTA) for 30 s before 
being stimulated with 5 uM CCh. External Ca2+ (1.8 mM) was restored at 180 s. The 
graphs represent the average of 103 to 165 cells from one representative experiment. B, 
Maximal CCh-induced net Ca2+ entry values were calculated by subtracting basal [Ca2+]i 
(average of the two values before Ca2+ restoration) from the average of the three maximal 
J+1 ,2+ consecutive [Ca ]; values after Ca was restored. The histogram represents the average ± 
SD of six independent experiments. * P < 0.01 
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Ca'+ entry reaching 131 ± 17% (n = 6). These results suggested that the basal 
phosphorylation of TRPC6 on Ser814 does not affect channel activity. An analysis of the 
amino acid sequence surrounding Ser814 of TRPC6 revealed that this region is a consensus 
site for CK2 substrate recognition (Ser/Thr-X-X-Glu/Asp) [Meggio et al., 1994]. To 
verify whether CK2 is responsible for the phosphorylation of Ser814 of TRPC6 under 
basal conditions, we used two selective CK2 inhibitors, DMAT (2-dimethylamino-
4,5,6,7-tetrabromo-lH-benzimidazole) and TBCA ((E)-3-(2,3,4,5-
tetrabromophenyl)acrylic acid). T6.11 cells were metabolically labeled with inorganic P 
for 4 h in the presence of either 10 uM DMAT or 10 uM TBCA. TRPC6 was then 
immunoprecipitated with an anti-HA antibody and size fractionated by SDS-PAGE, and 
its phosphorylation state was revealed by autoradiography. Figure 4A shows that neither 
DMAT nor TBCA prevented or attenuated the phosphorylation state of TRPC6. The 
relative phosphorylation of TRPC6 incubated with DMAT and TBCA was 0.95 ± 0.22% 
and 1.06 ± 0.32%, respectively, of its phosphorylation state in untreated cells (Fig. 4B). 
Despite the fact that CK2 did not directly alter the phosphorylation state of TRPC6, we 
investigated whether this kinase could have a possible indirect role in Ca2+ signaling. In 
T6.11 cells, an incubation for 4 h with DMAT and TBCA potentiated CCh-induced Ca 
release by approximately 30%. However, after calcium restoration, DMAT and TBCA 
did not significantly alter CCh-induced Ca2+ entry (Fig. 5A). Compared to untreated cells, 
net CCh-induced Ca entry in DMAT-treated cells was 89 ± 5%, whereas it was 99 ± 
11% in TBCA-treated cells. A possible role for CK2 was also investigated in A7r5 cells. 
These cells endogenously express a high level of TRPC6, and their AVP-induced Ca 
entry is mostly through TRPC6 [Jung et al., 2002; Mani et al., 2009; Soboloff et al., 
2005]. In A7r5 cells, a 4 h preincubation with 10 uM DMAT did not modify AVP-
induced Ca2+ release (data not shown) or AVP-induced Ca2+ entry (Fig. 5C). These results 
thus exclude a role for CK2 in the direct and/or indirect regulation of TRPC6 activity. 
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Figure 4. Casein kinase 2 does not phosphorylate TRPC6. 
A, T6.11 cells were labeled in the presence or not of 10 uM DMAT or 10 uM TBCA for 
4 h before the cells were lysed and TRPC6 was immunoprecipitated and separated by 
SDS-PAGE. The autoradiogram is representative of six independent experiments. B, The 
densitometric analyses of autoradiograms and Western blots (not shown) from A and the 
calculated ratios are relative to the control (100%). The histogram represents the average 
± SD of six independent experiments. 
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Figure 5. The inhibition of CK2 with specific inhibitors does not alter TRPC6 
activity. A, Fura-2-loaded T6.11 cells were left untreated (circles) or were treated for 4 h 
with 10 uM DMAT (squares) or 10 fiM TBCA (triangles). CCh (5 uM) induced Ca2+ 
release in the absence of extracellular Ca2+ while Ca2+ restoration 2 min later induced 
Ca2+ entry. DMAT and TBCA concentrations were maintained during the assay. The 
graphs are representative of 176 to 227 cells from one typical experiment. B, Net 
maximal Ca2+ entries from A were calculated as in Figure 3 and are relative to the control 
(100%). The histogram represents the average ± SD of four independent experiments. C, 
The same protocol was carried out on A7r5 cells using 100 nM AVP instead of CCh. The 
net maximal Ca2+ entry was calculated relative to the control (100%). The histogram is 
the average ± SD of three independent experiments. 
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DISCUSSION 
In a previous study, we observed that TRPC6 stably expressed in HEK293 cells is 
phosphorylated under unstimulated conditions (Bousquet and Boulay, 2010). Basal 
phosphorylation of TRPC6 has been observed in resting platelets, but the phosphorylated 
residue has not been identified [Hassock et al., 2002]. In the present study, we showed 
that Ser814 in TRPC6 is phosphorylated under basal conditions. Mutating Ser814 into 
alanine (S814A) caused a 50% decrease in the phosphorylation level of TRPC6, 
suggesting that another residue was also phosphorylated under our unstimulated 
conditions. Although our mass spectrometry approach suggested that Ser14 and Ser902 or 
Thr905 are also phosphorylated under basal conditions, mutating these residues for Ala did 
not modify the basal phosphorylation state of TRPC6. Further studies are thus needed to 
identify the putative second phosphorylation site of TRPC6 under basal conditions. A 
recent study, which used an MS/MS approach similar to ours, revealed that Drosophila 
TRP is phosphorylated under unstimulated (dark) conditions [Voolstra et al., 2010], that 
Ser721 and Ser936 are highly phosphorylated in the dark, and that Ser936 is 
dephosphorylated in the presence of light, a phenomenon that requires the activation of 
the phototransduction cascade. Our study showed that Ser814 of TRPC6 is phosphorylated 
under unstimulated conditions, but that the mutation of Ser814 does not modify the activity 
of TRPC6 (Fig. 3). 
A sequence analysis of TRPC6 revealed that Ser814 is within a consensus site for 
phosphorylation by CK2 (S/T-X-X-D/E). Furthermore, CK2 favors an acidic environment 
as indicated by the results of Meggio et al, who showed that any acidic residue in 
positions -2 to +7 favors phosphorylation by CK2 [Meggio et al., 1994]. In TRPC6, a 
glutamate in position +2 and an aspartate in position +3 of Ser814 constitute a favorable 
acidic environment for CK2. CK2 is also known to exhibit constitutive activity, making it 
a potential kinase for the basal phosphorylation of Ser814. Moreover, the subcellular 
location and functioning of TRPP2 is modulated by the phosphorylation by CK2 [Cai et 
al., 2004; Kottgen et al., 2005]. CK2 can phosphorylate the NR2B subunit of NMDAR, 
decreasing its surface expression [Chung et al., 2004], or NHE3, stimulating its basal 
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activity [Sarker et al., 2008]. However, we showed that the inhibition of CK2 by DMAT 
and TBCA does not reduce the basal phosphorylation level of TRPC6 or TRPC6S814A. We 
also verified whether CK2 could indirectly regulate Ca2+ signaling in TRPC6-expressing 
cells. It has previously been shown that the calcium-sensitive potassium channel Kca2.2 
loses Ca2+ sensitivity following CaM phosphorylation by CK2 [Bildl et al., 2004]. 
However, we showed that inhibition of CK2 does not modify CCh-induced Ca2+ entry 
into HEK293 cells stably expressing TRPC6 (T6.11) despite the fact that it does enhance 
CCh-induced Ca2+ release. Similarly, in A7r5 cells expressing high levels of TRPC6, the 
inhibition of CK2 with DMAT did not affect AVP-induced Ca2+ release or Ca24^ entry. We 
thus showed that CK2 does not modulate the activity of TRPC6. 
In summary, we showed that the serine in position 814 of TRPC6 is phosphorylated under 
basal conditions in HEK293 cells, and that it accounts for one of two distinct basal 
phosphorylation sites. Our results further showed that CK2 is not the kinase responsible 
for these phosphorylations, and that CK2 does not directly or indirectly modify TRPC6 
activity. Further studies will be needed to identify the kinase responsible for these 
phosphorylations. 
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DISCUSSION 
Phosphorylation de TRPC6 par la PKC 
La phosphorylation des TRPC a ete demontree dans de nombreuses etudes comme etant 
un mecanisme de regulation de 1'entree de Ca2+. Les travaux presenter dans cette these 
ont permis d'etablir qu'au moins deux kinases differentes peuvent phosphoryler TRPC6, 
soit la PKC et une autre, encore non-identifiee, responsable de la phosphorylation basale. 
Nous identifions la serine en position 448 comme residu phosphoryle par la PKC et 
responsable de I'inhibition de I'activite canal de TRPC6, dans les cellules HEK293. Nous 
identifions aussi la serine en position 814 comme etant un site de phosphorylation majeur 
en conditions basales, toujours dans les cellules HEK293. Malgre que la serine en 
position 814 soit situee dans un site consensus pour une phosphorylation par la CK2, cette 
phosphorylation n'est pas dependante de la CK2, comme l'a demontre le marquage 
metabolique de TRPC6 en presence d'inhibiteurs specifiques de la CK2. 
La phosphorylation de TRPC6 par la PKC avait deja ete suggeree (Shi et al., 2004). Dans 
cette etude, Shi et al. demontrent que I'inhibition de la PKC, via l'utilisation de la 
calphostine C ou d'un peptide inhibiteur, ralentit l'inactivation du courant entrant de 
TRPC6 (ITRPC6)- Une etude portee sur TRPC3 demontrait que la serine en position 712 est 
phosphorylee par la PKC et est responsable de I'inhibition de I'activite canal de TRPC3 
par la PKC. La mutation S712A previent en effet la phosphorylation de TRPC3 induite 
par le PMA, un activateur des PKC, et previent aussi I'inhibition de I'activite (Trebak et 
al., 2005). 
Par homologie de sequence, la serine 712 de TRPC3 equivaut a la serine 768 de TRPC6, 
situee dans un domaine conserve chez les TRPC, PSPKS. Une etude a par la suite suggere 
que la serine 768 de TRPC6 etait phosphorylee par la PKC (Kim et Saffen, 2005). Les 
auteurs de cette etude ont utilise un anticorps antiphosphoserine specifique a la PKC afin 
de demontrer la phosphorylation de TRPC6 dans les cellules PCI 2D. Nous avons de notre 
cote teste ce raeme anticorps dans notre modele de cellules HEK293 qui expriment 
TRPC6 de facon stable ou transitoire mais nous n'avons pas ete en mesure de detecter une 
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phosphorylation de TRPC6 (resultat non montre). De plus, l'inhibition de 1'activite de 
TRPC6 par la PKC, quoique mal caracterisee lors de la parution de cette etude, etait deja 
un phenomene bien etabli. Les auteurs n'ont cependant pas su demontrer que la 
phosphorylation de la serine 768 etait responsable de cette inhibition. Dans les cellules 
HEK293, nos resultats demontraient que 1'activite du mutant S768A conservait sa 
capacite a etre amplifiee par le GF1, suggerant la presence d'au moins un autre site de 
phosphorylation par la PKC. Le GF1 fut d'ailleurs l'outil principal utilise afin d'inhiber la 
PKC et evaluer les effets de cette inhibition sur 1'activite d'entree de Ca2+ ou de Ba2+ 
mediee par TRPC6. 
A ce jour, le mecanisme sous-jacent a l'inhibition de TRPC6 par la PKC (que ce soit a ou 
8) n'est pas connu. II en va de meme pour l'inhibition des canaux Kv. II est connu par 
contre que la phosphorylation par la PKC de TRPV1 augmente sa sensibilite a la 
capsai'cine, son agoniste, et a la chaleur (Adcock, 2009). II est done possible que la 
phosphorylation de la serine 448 de TRPC6 diminue la sensibilite du canal au DAG, 
reduisant ainsi son activite. II se peut aussi que la phosphorylation induise un changement 
conformationnel de la proteine nuisant a l'ouverture du pore. Nous excluons toutefois que 
la phosphorylation puisse inhiber le routage et l'assemblage des sous-unites d'un 
tetramere, puisque des etudes de biotinylation des proteines de surface montrent que la 
modulation de la PKC ne regule pas la quantite de canaux presents a la membrane 
plasmique (resultat non montre). De futures etudes seront ainsi necessaires afin d'elucider 
le mecanisme d'inhibition de TRPC6 par la PKC. 
Phosphorylation par differentes isozymes de la PKC 
Comme mentionne auparavant, nous avons utilise les cellules HEK293 comme modele 
cellulaire, alors que Kim et Saffen ont obtenu leurs resultats a l'aide de cellules PCI 2D, 
un modele cellulaire neuronal derive de pheochromocytome de medullo-surrenale de rat. 
Dans ce modele, TRPC6 est localise dans un complexe multiproteique incluant la PKCa 
(Kim et Saffen, 2005). Dans nos cellules HEK293, la PKCa ne semble pas intervenir dans 
la regulation de 1'activite de TRPC6, puisque l'inhibiteur G66976, en mesure d'inhiber 
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les PKCa, pi, pil et e, ne reussit pas a amplifier l'entrce de calcium. Le GF1 et le. 
G66983, quant a eux, inhibent les meme isozymes, en plus de la PKC8. Bien que nous ne 
confirmons pas que e'est bel et bien la PKC5 qui phosphoryle TRPC6 dans les HEK293, 
plusieurs indices pointent en ce sens. Est-ce que les PKC5 et a sont exprimees 
differentiellement dans les PCI 2D et les HEK293? Ou s'agit-il d'une difference de 
localisation cellulaire? Dans les cellules photoreceptrices de l'ceil de la drosophile, la 
proteine InaD agit comme proteine d'echaffaudage pour dTRP et la PKC (appelee eye-
PKC dans I'oeil de la drosophile), permettant le rapprochement des deux proteines et 
favorisant du meme coup la phosphorylation de dTRP sur la serine 982 et l'inactivation 
subsequente [voir (Popescu et al., 2006) pour revue]. Existe-t-il une proteine 
d'echafaudage dans les cellules PC12D permettant la phosphorylation de la Ser768 par la 
PKCa et qui est absente dans les HEK293? Ceci pourrait expliquer les differences 
observees entre I'etude de Kim et Saffen et la notre. II semble par contre que les PKCa et 
5 soient toutes deux exprimees a la fois dans les PC 12 et les HEK293, alors que plusieurs 
etudes utilisent ces modeles cellulaires pour etudier les effets de ces deux isozymes. 
Nous avons aussi procede a des etudes de phosphorylation in vitro avec TRPC6 
immunoprecipite a partir de lysats de cellules HEK293 Pexprimant de facon stable. Nous 
demontrions alors que les PKCpi, y et 8 recombinantes phosphorylaient efficacement 
TRPC6, alors que la PKCa n'y arrivait pas (resultat non montre). Ceci appuyait notre 
hypothese de l'implication d'une isozyme autre que a, comme le faisait nos essais de 
fonctionnalite. De futures etudes seront necessaires afin de determiner si les PKCpi ou y 
ont un role a jouer dans la phosphorylation in vivo de TRPC6. 
Les PKC a et 8 appartiennent a deux families de PKC differentes (Mellor et Parker, 
1998). Les a, pi, pil et y composent la famille des PKC classiques, activees par le Ca2+ et 
le DAG, via leurs domaines C2 et CI, respectivement. Les 8, e, TJ, a et u sont les PKC 
nouvelles, et ne contiennent pas de domaine C2. Elles sont done independantes du Ca2+ et 
sont activees par le DAG. Les 4 et X sont des PKC atypiques. Elles n'ont pas de domaine 
C2 et comportent un domaine CI tronque. Les modes de regulation et d'activation des 
PKC atypiques sont encore aujourd'hui tres mal connus. Jusqu'a present, notre etude 
suggere un role potentiel de la PKC8 dans la phosphorylation de TRPC6 dans les cellules 
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HEK293. Nos resultats obtenus avec les cellules A7r5 appuient le role de la PKC5 dans la 
phosphorylation de TRPC6. L'expression de TRPC6 dans ce modele cellulaire a ete 
demontree comme tributaire de l'entree de calcium induite par la vasopressine (Jung et 
al., 2002; Mani et al., 2009; Soboloff et al., 2005). Nous demontrons clairement 
1'implication de la PKC8 dans la phosphorylation de TRPC6 dans les A7r5 avec 
l'utilisation du G66983 et du G66976. Ces deux inhibiteurs de PKC ne different que par 
leur effet sur la PKC8, alors que le premier l'inhibe et pas le second (Martiny-Baron et 
al., 1993). Dans les conditions ou la PKC8 est inhibee, l'entree de calcium induite par la 
vasopressine est augmentee. De meme, nous demontrons qu'un ARN interferent dirige 
contre la PKC8 amplifie l'entree de calcium dans ces cellules. 
L'activation de TRPC6 et de la PKC par le DAG 
Un des moyens que nous avons utilise pour activer TRPC6 et etudier sa regulation par la 
PKC est l'activation directe par l'OAG. Cet analogue non metabolisable du DAG a ete 
demontre pour activer TRPC3 et TRPC6 independamment de la PKC (Hofmann et al., 
1999). Dans notre modele de cellules T6.ll, l'OAG induit une entree calcique qui est 
amplifiee par le GF1 et inhibee par le PMA (Figure 4, Bousquet et al, 2010). Le DAG 
aurait ainsi des roles opposes sur l'entree de calcium, soit en activant TRPC3 et 6 
(augmentation de l'entree) et en activant les PKC, qui inhibent les TRPC3, 4, 5 et 6 
(diminution de l'entree). L'OAG a d'ailleurs ete utilise pour activer la PKC et les TRPC 
afin d'evaluer ses doubles effets (Venkatachalam et al., 2003). Dans l'etude de 
Venkatachalam et al, les auteurs utilisent des inhibiteurs de la DAG kinase ou de la DAG 
lipase, deux enzymes impliquees dans le metabolisme du DAG. Ces inhibiteurs menent a 
l'elevation des concentrations cytosoliques de DAG, ce qui previent l'activation de 
TRPC4 et TRPC5, comme le fait l'application d'OAG. Cette inhibition de l'activite des 
TRPC4 et TRPC5 est demontree pour etre dependante de la PKC puisqu'un co-traitement 
avec le GF1 previent cette inhibition. A 1'inverse, ces memes inhibiteurs des DAG lipase 
et DAG kinase, ainsi que l'application directe d'OAG, augmentent l'activite de TRPC3 et 
ce, independamment de la PKC. Cette etude demontre que TRPC3 est active directement 
par l'OAG, ce qui peut etre diminue par une activation concomitante de la PKC, ou 
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augmente par une inhibition dc la PKC. L'activation dependante du DAG est done plus 
forte et prend le dessus sur 1'inhibition de TRPC3 dependante de la PKC. Nos resultats 
suggerent que ceci est aussi applicable a TRPC6. 
On peut aussi expliquer l'effet du DAG et de l'OAG sur l'activite de TRPC3 et TRPC6 
en supposant qu'ils ne sont peut-etre pas en mesure d'activer totalement Ja population de 
PKC. Aussi, il n'est pas connu a ce moment si un canal TRPC6 phosphoryle par la PKC 
est completement inhibe ou s'il existe une activite residuelle. Nous ne savons pas non 
plus si tous les canaux membranaires vont etre phosphoryles suite a l'activation de la 
PKC, mais on peut en douter. La PKC8, comme la majorite des PKC, va majoritairement 
se retrouver au niveau des membranes suite a son activation [voir (Steinberg, 2004) pour 
revue], soit au niveau des canaux calciques membranaires. La PKC5 etant independante 
du Ca , on peut penser que l'OAG l'activerait totalement, par opposition aux PKC 
classiques qui necessiteraient une augmentation concomitante de la [Ca2+]i. Par contre, 
nos resultats et ceux de Trebak (Trebak et al., 2005) avec TRPC3 montrent que le PMA 
permet une inhibition de l'entree induite par l'OAG, ce qui prouve que l'activation des 
PKC par l'OAG n'est pas complete dans les cellules HEK293. Aussi, puisque Finhibition 
de la PKC par le GFl amplifie l'entree de calcium mediee par TRPC6 et induite par 
l'OAG, il est force de croire que la PKC est prealablement, ou a tout le moins 
simultanement, activee. Somme toute, nous proposons un modele dans lequel l'OAG 
active simultanement la PKC et TRPC6. La PKC est ainsi partiellement activee, menant a 
la phosphorylation d'une population des molecules de TRPC6, ce qui fait que nous 
enregistrons une entree calcique globale intermediate. Le GFl previent l'activation de la 
PKC, ce qui maximise l'entree de calcium induite par l'OAG. Le PMA mene a 
l'activation complete de la PKC, augmentant ainsi la proportion de TRPC6 phosphoryle, 
reduisant ainsi la reponse calcique globale. L'OAG a d'ailleurs deja ete utilise par le 
passe a 25 uM afin de partiellement activer la PKC (Li et al., 1993). Une autre etude 
portant sur la regulation des fonctions cardiaques par la PKC demontre que l'OAG mime 
les effets des phorbols esters, mais avec une efficacite beaucoup moindre (Yuan et al., 
1987). Ces deux dernieres etudes supportent notre hypothese d'activation partielle des 
PKC par l'OAG. 
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Puisque TRPC4 et TRPC5 ne sont pas actives directement par le DAG, 1'elevation des. 
concentrations intracellulaires de DAG (via les inhibiteurs de DAG kinase ou lipase, ou 
via l'OAG) ne peut mener qu'a l'activation de la PKC, ce qui inhibe l'activite de ces 
canaux (Venkatachalam et al., 2003). La Figure 5 resume les actions cellulaires directes et 
indirectes du DAG sur les canaux calciques. 
Bien que l'activation de TRPC3 et 6 par le DAG semble un fait bien etabli, peu d'etudes 
se sont interessees a sa mecanistique. L'equipe du Dr Donald L. Gill s'est penchee sur la 
question et propose que TRPC6 puisse etre active de facon mecanique, ce qui passerait 
par un mecanisme similaire a son activation dependante d'un recepteur. Dans une de leurs 
etudes, ils soutiennent que TRPC6 est un senseur de retirement de la membrane 
plasmique induite mecaniquement ou de facon osmotique. Ils utilisent le GsMTx-4, un 
peptide issu du venin de la tarentule connu pour inhiber specifiquement les canaux 
mecanosensibles en modifiant 1'interface proteine - lipides membranaires. Ils demontrent 
que TRPC6 exprime dans des cellules HEK293 ou CHO est active suite a un etirement 
membranaire induit par un stimulus hypoosmotique ou une pression mecanique. Cette 
activation de TRPC6 est independante de la PLC et inhibee par le GsMTx-4. Ils montrent 
aussi que l'activation de TRPC6 par un agoniste Gq-PLC ou par l'OAG est egalement 
prevenue par le GsMTx-4. Leur modele d'activation de TRPC6 par le DAG soutient 
qu'en conditions basales, TRPC6 est entoure de molecules de PIP2 dans le feuillet 
lipidique interne. L'hydrolyse du PIP2 en DAG, ou l'ajout direct d'OAG, change 
drastiquement la geometrie lipidique du feuillet interne, creant une incurvation localisee 
de la membrane plasmique autour de TRPC6, menant a son ouverture (Spassova et al., 
2006a). 
Le DAG active-t-il directement et specifiquement TRPC3 et TRPC6? Ou est-ce que 
n'importe quels lipides changeant l'environnement lipidique pourraient les activer? 
TRPC3 et TRPC6 sont-ils en fait des mecanosenseurs? De futures etudes permettront de 
repondre a ces questions cruciales a la comprehension du mecanisme d'activation de 
TRPC3 et TRPC6. 
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Figure 5. Regulation des TRPC par le DAG et la PKC. 
Le DAG, issu de l'activite de la PLC, active directement TRPC3 et TRPC6. Par contre, il 
active aussi ia PKC, qui inhibe TRPC3, TRPC4, TRPC5, TRPC6 et les canaux SOC. 
Adaptee de (Venkatachalam et al., 2003). 
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Identification du site de phosphorylation par la PKC 
Dans cette etude, nous avons teste tous les sites canoniques intracellulaires de 
phosphorylation par la PKC, soit S/T-X-R/K, de TRPC6. Tous les mutants alanine ont ete 
generes et la fonctionnalite de ceux qui s'exprimaient correctement a ete testee pour leur 
capacite a etre amplifiee par le GFl. Tous ont demontre une potentiation de I'entree de 
Ba2+ induite par le CCh suite a un co-traitement avec le GFl. De plus, les resultats 
divergents suite a 1'utilisation du G66983 et du G66976, ainsi que ceux obtenus suite aux 
essais de phosphorylation in vitro, nous ont pousses a verifier les sites non canoniques de 
phosphorylation, particulierement les sites PKC8. La serine 448 a ainsi ete suggeree par le 
logiciel de prediction de phosphorylation GPS2.1 (Xue et al., 2008). Cette region est tres 
bien conservee chez TRPC3 et TRPC7, qui appartiennent a la meme sous-famille des 
TRPC que TRPC6, alors qu'elle est moins bien conservee chez TRPC1, 4 et 5, 
quoiqu'encore favorable pour une phosphorylation dependante de la PKC5. La regulation 
de TRPC3 par la PKC a deja ete etudiee et s'effectue sur la serine 712, mais l'identite de 
1'isozyme impliquee reste a determiner (Trebak et al., 2005). La regulation de TRPC7 par 
la PKC semble similaire a celle de TRPC6, alors qu'un pretraitement de cellules HEK 
exprimant TRPC7 de facon stable au GFl augmente l'influx de Mn2+ induit par l'OAG 
(Okada et al., 1999). Vazquez et al ont demontre que TRPC7 exprime de facon transitoire 
dans les cellules DT40 est active par l'OAG lorsque la PKC est inhibee. Dans cette etude, 
ils decrivent un mecanisme d'activation de TRPC7 dependant de VIP3R et de l'inhibition 
de la PKC. Cette inhibition n'est toutefois pas necessaire si TRPC7 est plus hautement 
exprime, alterant ainsi la stcechiometrie TRPC7/IP3R (Vazquez et al., 2006). Aucune de 
ces etudes ne demontre une regulation directe de TRPC7 par la PKC, surtout la seconde 
qui semble soutenir que c'est l'M^R qui est regule par la kinase. De plus, s'il y a 
phosphorylation directe de TRPC7 par la PKC, le residu implique reste a determiner. 
Etant donne la grande homologie de sequence entre TRPC3, TRPC6 et TRPC7, les 
premiers sites a privilegier seraient done les residus Ser394 et Ser714 de la sequence 
humaine de TRPC7, equivalentes aux residus Ser448 de TRPC6 et Ser712 de TRPC3 (et 
Ser768 de TRPC6), respectivement. A 1'inverse, une etude soutient que dans les cellules 
HaCaT, ou TRPC7 est grandement responsable de I'entree de calcium induite par l'ATP, 
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lc CCh et 1'OAG, 1'activite de la PKC affecte tres peu T entree de calcium (Beck et al.,. 
2006). 
Parmi les mutants alanine generes, T629A et S928A n'ont pas ete investigues en raison de 
leur faible expression. Nous avons observe que la transfection de T629A-TRPC6 dans les 
cellules HEK293T provoquait la mort des cellules, ce qui empechait ainsi toutes etudes 
portant sur le residu threonine 629. Similairement, Trebak et al demontrent que la 
mutation du residu threonine 573 de TRPC3 d'humain en alanine, equivalent a T629 de 
TRPC6 murin, cause une perte d'expression de la proteine. lis suggerent que cet acide 
amine joue un role crucial pour le routage ou l'expression appropriee de hTRPC3 (Trebak 
et al., 2005). 
De plus, une recente etude a souligne 1'implication de TRPC3 dans le phenotype 
moonwalker des souris, chez qui on observe l'ataxie cerebelleuse et un developpement 
anormal des cellules de Purkinje. La mutation T635A de TRPC3 confere une plus grande 
activite au canal, ce qui alterait la croissance et la differentiation des cellules de Purkinje, 
menant ainsi a l'ataxie (Becker et al., 2009). Chez la souris, la threonine 635 de mTRPC3 
equivaut a la threonine 573 de TRPC3 d'humain et a la threonine 629 de TRPC6, situee 
dans la deuxieme boucle intracellulaire, tres pres de la region pore. Nous avons done 
pense que la mutation T629A pouvait rendre TRPC6 constitutivement actif, induisant une 
entree calcique dereglee et menant a la mort cellulaire. Afin de verifier cette hypothese, 
nous avons genere des versions dominantes negatives de T629A-TRPC6 en ajoutant les 
triples mutations. Ces mutations, NML(720-722)FAP (Bernier, 2005) et LFW(678-
680)AAA (Hofmann et al., 2002) conferent un caractere dominant negatif a TRPC6 en 
empechant l'ouverture du canal et l'entree de calcium. Ces mutations n'alterent toutefois 
pas l'expression ou le routage de TRPC6. Des resultats preliminaires montrent que 
l'expression de T629A/NML(720-722)FAP n'induit pas la mort cellulaire, ce qui 
confirme que la simple mutation T629A cause la mort cellulaire a cause d'une activite 
dereglee (resultats non montres). Puisque T629 fait partie d'un site consensus de 
phosphorylation par la PKC, nous avions alors considere que la mutation T629A pouvait 
empecher la retroaction negative induite par la PKC sur TRPC6, menant a une entree 
calcique trop forte menant a la mort cellulaire. Ayant identifie la serine 448 comme etant 
91 
la cible de la PKC sur TRPC6 dans notre modeie cellulaire, nous excluons maintenant 
cette hypothese. II est toutefois connu que chez les canaux potassiques dependants du 
voltage (canaux Kv), la deuxieme boucle intracellulaire entre les quatrieme et cinquieme 
segments transmembranaires, nominee S4-S5 linker, est importante pour Factivite des 
canaux. En effet, il est demontre que I'interaction de cette region avec les queues N- et C-
terminales est importante pour I'activation de Kv2.1 (Scholle et al., 2004). La 
cristallographie a revele que I'activation de Kvl.2 favorise I'interaction du S4-S5 linker 
avec la region S6b, constitute de la fin du sixieme segment transmembranaire et du debut 
du C-terminal (Long et al., 2005). La compatibility et I'interaction entre ces regions ont 
ete demontrees comme etant essentielles pour Fouverture des Kv (Labro et al., 2008). 
Plus recemment, il a ete demontre que pour le canal KCNQ1, la dependance au voltage 
passe par la liaison dependante du voltage du S4-S5 linker au domaine pore. En effet, 
cette etude decrit un mecanisme d'activation qui suggere que dans Fetat ferme, le S4-S5 
linker est lie au S6 (S6b). Suite a une depolarisation membranaire, le domaine S4 tire sur 
le S4-S5 linker hors de la portee du S6, permettant Fouverture du canal (Choveau et al., 
2010; Choveau et al., 2010). 
La serine 448 de TRPC6 et la PKC5 
Nous demontrons dans notre etude que la phosphorylation de TRPC6 par la PKC se fait 
sur la serine 448. Suivant le profil d'hydrophobicite de TRPC6 et F attribution des 
segments transmembranaires putatifs, cette serine est situee au tout debut du premier 
segment transmembranaire (Figure 6). Cette localisation intramembranaire peut sembler 
problematique mais il est important de souligner que les acides amines formant les 
segments transmembranaires sont attribues par des logiciels de prediction efficaces, mais 
il reste qu'il s'agit de prediction. Etant donne aussi que les PKC actives lient le DAG 
membranaire pour s'y ancrer, il est normal qu'elles soient en mesure de phosphoryler des 
cibles pres des membranes ou elles se trouvent, bien qu'elles aient aussi des substrats 
cytosoliques. Le site de phosphorylation Ser448 n'est pas un site classique de 
phosphorylation par la PKC, S/T-X-R/K, mais nous demontrons bel et bien sa 
phosphorylation dependante de la PKC. Elle fait par contre partie d'une sequence 
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Figure 6. Profit d'hydrophobicite de la sequence murine de TRPC6. 
Selon le logiciel TMpred, qui predit les regions transmembranaires et leur orientation, la 
serine 448, identifiee par le point rouge, se situe au debut du premier segment 
transmembranaire (TMl). La premiere region transmembranaire suggeree est en fait une 
region hydrophobe (HI) qui s'ancre sans traverser la membrane plasmique. Le pore de 
TRPC6 est une invagination de la proteine dans la membrane entre les TM5 et TM6. Les 
segments membranaires, toujours selon TMpred, sont constitues des acides amines aux 
positions suivantes : HI, 406-424; TMl, 442-461; TM2, 490-507; TM3, 527-548; TM4, 
592-613; TM5, 637-655; TM6, 702-727. La serine 448 serait done le septieme des 20 
acides amines du TMl. http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html 
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favorable a une phosphorylation par la PKC8, du moins selon le iogiciel GPS2.1. Des. 
etudes nous demontrent que des librairies de peptides orientes ont ete utilisees afin de 
trouver la sequence optimale pour une phosphorylation par la PKC8. Ces etudes 
demontrent que cette sequence est composee d'une Phe en position P+l et de residus 
hydrophobes en positions P+4 et P+5 [i.e. (S/T)FXX$0, ou <I> est un residu hydrophobe 
et X est n'importe quel acide amine]. De plus, des residus basiques en P+2, P+3 et P+4 
nuisent a la phosphorylation (Fujii et al., 2004; Nishikawa et al., 1997). Dans notre cas, en 
commencant avec la Ser448, nous retrouvons la sequence SFTILF. Ces acides amines 
sont parfaitement compatibles avec la sequence optimale de la PKC8. Ceci nous pousse 
d'autant plus a croire que la serine 448 de TRPC6 est phosphorylee par une isozyme non-
classique de la PKC. 
La modulation de l'entree de calcium par la PKC5 a deja fait l'objet d'autres etudes. Entre 
autres, il a ete demontre que dans les cellules musculaires lisses d'arteres 
intrapulmonaires de rat, la sphingosyl-phosphorylcholine amplifie la reponse contractile 
induite par la prostaglandine F2Q et FU436619, deux activateurs de canaux cationiques 
non selectifs. Cette potentiation, attribute a 1'augmentation de l'entree de calcium, est 
prevenue par I'inhibiteur de PKC a large spectre Ro-31-8220, mais pas par le G66976 
(Snetkov et al., 2008). II a aussi ete remarque que dans les mastocytes deficients en 
PKC5, un type cellulaire exprimant TRPC6 (Sanchez-Miranda et al., 2010; Sel et al., 
2008), les [Ca2+]j sont elevees (Leitges et al., 2002). 
L'activation de la PKC et la signalisation calcique 
Lors des premiers essais de modulation de l'activite de TRPC6 par la PKC, nous avons 
utilise le PMA dans les cellules T6.11 pour activer la PKC. Nous avons alors observe que 
la relache calcique induite par le CCh etait grandement reduite, biaisant par le fait meme 
nos resultats d'entree de calcium. C'est pourquoi nous avons fait les essais dans les 
cellules HEK293 traitees avec l'ATP, alors que cet agoniste des recepteurs purinergiques 
cause une relache qui n'est que tres peu affectee par le PMA. D'autres recepteurs ont ete 
demontres pour etre inhibes par la PKC, tels le recepteur muscarinique M2 (Hosey et al., 
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1995), le recepteur du cysteinyl leukotriene du type i (CysLTIR) (Deshpande et al., 
2007) et les recepteurs a l'IP3 de type 2 et 3 (Arguin et al., 2007; Caron et al , 2007). Afm 
de comprendre les effets du PMA sur la relache, nous avions alors dose les inositols-
phosphates dans les cellules T6.11 stimulees avec le CCh, permettant ainsi la mesure de 
la production d'IP3 dans ces cellules. Nous avons observe qu'un pretraitement au PMA 
inhibait presque totalement la production d'IP3 induite par le CCh, expliquant la faible 
relache calcique observee. Le GF1 augmentait cette production d'IP3 (resultat non 
montre). Nous ne savons toutefois pas si cette modulation de la production d'IP3 passe par 
la regulation du recepteur muscarinique, de la proteine G heterotrimerique afty ou de la 
PLCp. Le fait que les relaches calciques induites par l'ATP soient peu affectees par 
l'activation de la PKC par le PMA porte a croire que la signalisation cellulaire n'est pas 
affectee. De meme, 1'inhibition de la PKC par le GF1 n'amplifie pas la relache calcique 
induite par le CCh. L'augmentation de la production d'IP3 par le GF1 n'est pas suffisante 
pour accroitre la relache calcique, mais peut-elle influencer l'entree de calcium mediee 
parTRPC6? 
La phosphorylation basale de TRPC6 
Les resultats sur la phosphorylation de TRPC6 par la PKC demontrent aussi que TRPC6 
est phosphoryle de fa9on basale. Ainsi, dans un deuxieme temps, nous caracterisons cette 
phosphorylation basale. Nous avons done procede a I'analyse MS/MS de TRPC6 pour 
identifier les peptides phosphoryles. Des dizaines de residus serine, threonine et tyrosine 
potentiellement phosphoryles ont ainsi ete repertories. L'analyse approfondie des spectres 
de fragmentation des peptides reduit a trois le nombre de peptides phosphoryles, dont un 
sur lequel la phosphorylation peut etre situee sur deux sites distincts. Ces quatre sites 
(Serl4, Ser814, Ser902 et Thr905) ont ete mutes en residus alanine et les mutants ont ete 
testes en marquage metabolique pour leur capacite a incorporer le phosphate inorganique 
radiomarque. C'est de cette facon que nous avons montre que la serine en position 814 est 
phosphorylee en conditions basales dans TRPC6. 
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L'identification de sites de phosphorylation sur des canaux par spectrometrie de masse a 
deja ete effectuee par d'autres equipes (Park et al., 2008; Peng et al., 2010). Recemment, 
une etude a tire profit de cette technique pour identifier des evenements de 
phosphorylation de TRP chez la drosophile. Les auteurs ont montre que la serine 936 de 
dTRP dans le rhabdomere est phosphorylee si les mouches sont tenues dans l'obscurite. 
L'activation de la phototransduction chez ces mouches induit la dephosphorylation de la 
serine 936. A 1'inverse, les auteurs ont identifie sept peptides (contenant plus de sept sites 
potentiels) phosphoryles de facon dependante de la lumiere. En plus des nombreux sites 
consensus PKC, les auteurs ont identifie les sites de phosphorylation Ser828, Ser936 et 
Ser964 comme faisant partie de sites consensus pour la CK1 ou la CK2 (Voolstra et al., 
2010). Un des sites de phosphorylation identifies de dTRP, soit la serine 726, peut etre 
associe par homologie de sequence a la serine 822 de la sequence murine de TRPC6. La 
serine 822 de TRPC6 n'appartient a aucun site consensus et le logiciel GPS2.1 ne le 
considere pas comme un site de phosphorylation potentiel pour aucune kinase. 
Dans le cas qui nous concerne, comment expliquer que les autres sites identifies par 
spectrometrie de masse ne soient pas phosphoryles, a en croire le marquage metabolique, 
alors que la fragmentation confirmait bien la phosphorylation? Meme que le peptide sur 
lequel se trouve la serine 14 n'a pas ete retrouve non phosphoryle lors des etudes de 
spectrometrie de masse. L'hypothese majeure que nous amenons passe par nos methodes 
de culture cellulaire et de marquage metabolique. En effet, prealablement a Fanalyse MS, 
TRPC6 est purifie a partir de cellules T6.11 en culture, ce qui implique la presence de 
serum bovin foetal (FBS) dans le milieu de culture. Le FBS etant tres riche en facteurs de 
croissance, cytokines et autres, la signalisation cellulaire dans les T6.11 est bien activee. 
On considere par contre qu'il n'y a pas de stimulation a proprement parler puisque nous 
n'ajoutons pas d'agoniste au milieu, comme le carbachol par exemple. Dans le cas du 
marquage metabolique, les cellules sont incubees pendant quatre heures dans du milieu 
depourvu de phosphate, supplements en P inorganique et, surtout, sans FBS. Ceci 
previent ainsi toute signalisation due aux facteurs de croissance et autres molecules s'y 
trouvant. Les residus en position 14, 902 ou 905 sont ainsi peut-etre phosphoryles suite a 
la signalisation induite par le FBS, ce qui fait qu'en conditions de marquage metabolique, 
les muter en alanine ne change pas la phosphorylation globale de TRPC6. 
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La stimulation par ies facteurs de croissance de la phosphorylation de TRPC6 ne serait. 
d'ailleurs pas une surprise, surtout dans le cas de phosphorylation sur des residus 
tyrosines. Fyn a ete demontree pour phosphoryler TRPC6 sur un residu tyrosine, suite a la 
stimulation des cellules avec du EGF qui active un RTK, l'EGFR (Hisatsune et al., 2004). 
Fyn est une tyrosine-kinase appartenant a la famille des Src et interagit via son domaine 
SH2 (Src homology) avec le N-terminal de TRPC6. Parmi les residus potentiellement 
phosphoryles mais qui n'ont pas ete continues, l'analyse MS a identifie huit tyrosines, 
dont quatre en N-terminal. II serait interessant de verifier la phosphorylation des ces 
tyrosines dans des cellules stimulees avec l'EGF, ou tout simplement apres un sevrage 
des cellules en FBS. 
TRPC4 avait aussi ete demontre pour etre phosphoryle sur des residus tyrosine par Fyn, 
ce qui augmentait son activite. Ces evenements de phosphorylation se font sur les 
tyrosines en position 959 et 972 de TRPC4 (Odell et al., 2005), qui ne sont pas conservees 
chez TRPC6 qui possede un C-terminal plus court que TRPC4. 
Kinase impliquee dans la phosphorylation basale de TRPC6 
La phosphorylation basale de TRPC6 avait aussi ete observee par d'autres equipes. Dans 
des plaquettes sanguines non-stimulees, il est demontre par marquage metabolique que 
TRPC6 est faiblement phosphoryle (Hassock et al., 2002). A I'aide d'un anticorps 
antiphosphotyrosine, il est demontre que TRPC6 exprime dans des cellules CHO est aussi 
phosphoryle dans des cellules non stimulees (Hisatsune et al., 2004). Notre etude est 
toutefois la premiere a s'interesser a la fonction et a l'identite de cette phosphorylation. A 
I'aide du logiciel GPS2.1, nous avons determine que l'environnement de la serine 814 
presente une sequence consensus pour les kinases IRAKI, TAK1, KIS et CK2. IRAKI 
(Interleukin receptor-associated kinase 1), etant impliquee dans la regulation du facteur 
NFKB par l'interleukine 1 (Gottipati et al., 2008), elle ne semblait pas etre une candidate 
credible pour la phosphorylation basale de TRPC6. De meme pour TAK1 (TGFfi-
activated kinase / ) , membre de la famille des MAPKKK, aussi impliquee dans la 
signalisation de l'interleukine 1, mais egalement du TGFP et d'autres molecules 
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proinflammatoires (Dclaney et Mlodzik, 2006). KIS (kinuse interacting with stathmiri) est 
connue pour phosphoryler la proteine stathmine et etre surtout exprimee au niveau du 
cerveau (Bristow et al., 2009). La CK2 (caseine kinase 2) nous semblait done etre la 
kinase la plus probable. Elle requiert un residu acide en position +3 et nous retrouvons 
deux residus acides en positions +2 et +3 de la Ser814. Une etude portant sur la 
specificite des substrats de la CK2 a d'ailleurs demontre que le residu acide (ou une 
phosphoserine ou phosphotyrosine) en position +3 est crucial, mais aussi que tout autre 
residu acide entre les positions -2 a +7 favorise aussi une phosphorylation par la CK2 
(Meggio et al., 1994). De plus, la CK2 est connue pour avoir une activite constitutive 
(Guerra et al., 1999), ce qui en fait une bonne candidate pour effectuer une 
phosphorylation basale. 
D'autres canaux ioniques ont ete demontres pour etre phosphoryles par la CK2, dont un 
TRP. TRPP2 est en effet phosphoryle par la CK2 et ceci determine la localisation 
cellulaire du canal ainsi que son activite (Cai et al., 2004; Kottgen et al., 2005). La CK2 
peut phosphoryler la sous-unite N2RB du recepteur NMDAR, abaissant ainsi son 
expression a la membrane plasmique (Chung et al., 2004). NHE3 exhibe une activite plus 
grande suite a sa phosphorylation par la CK2 (Sarker et al., 2008). 
Nos resultats de marquage metabolique demontrent toutefois que la CK2 n'est pas 
impliquee dans la phosphorylation basale de TRPC6, puisque des inhibiteurs specifiques 
de la CK2 ne reduisent pas le niveau de phosphorylation. II nous serait possible de tester 
si la phosphorylation basale est due a IRAKI, TAK1 ou KIS, grace a des inhibiteurs 
specifiques de ces kinases ou des ARN interferents, disponibles commercialement. KIS 
pourrait etre particulierement interessante. II a ete demontre qu'elle phosphoryle p27Kipl, 
un inhibiteur endogene des kinases dependantes des cyclines (CDK). Bien que KIS soit 
surtout exprimee au cerveau, elle a un role crucial dans d'autres structures, puisque sa 
deletion a pour effet de diminuer la proliferation et d'accroitre la migration des VSMC en 
favorisant l'arret du cycle cellulaire en phase Gl/S (Langenickel et al., 2008). Vu 
l'expression bien etablie de TRPC6 dans les VSMC et son role dans la progression du 
cycle cellulaire, la phosphorylation de TRPC6 par KIS est une avenue de recherche 
attirante. 
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Implications de la phosphorylation de la serine 814 
Le role meme de la phosphorylation de la serine 814 de TRPC6 n'a pas encore ete 
identifie. Elle ne semble pas importante pour Pactivite de TRPC6 puisque la mutation 
S814A n'affecte pas l'entree de calcium. L'expression totale de S814A-TRPC6 n'est pas 
differente de celle de TRPC6 de type sauvage, ni sa presence a la membrane plasmique, 
tel qu'observe dans des essais de biotinylation des proteines de surface (resultat non 
montre). II est a noter qu'a ce jour, toutes les mesures d'expression, d'activite et de 
translocation a la membrane ont ete effectuees dans des modeles de surexpression de 
TRPC6 ou du mutant TRPC6S814A. II est connu que la surexpression des TRPC peut 
influencer leur mode d'activation en modifiant la stcechiometrie TRPC : Orail, entre 
autres (Liao et al., 2007; Liao et al., 2009). 
Bien que nous ayons demontre que la CK2 n'est pas impliquee dans la phosphorylation 
de TRPC6, nous nous sommes tout de meme interesses a savoir si elle pouvait 
indirectement reguler l'entree de calcium. II est connu que la CK2 peut phosphoryler la 
CaM, qui est liee au canal dependant du calcium Kv2.2. La phosphorylation de la CaM 
reduit par un facteur cinq la sensibilite apparente du canal au calcium, ce qui accelere sa 
desactivation (Bildl et al., 2004). Puisque TRPC6 peut aussi etre module par la CaM 
(Boulay, 2002), nous avons verifie l'implication de la CK2 dans la regulation de l'entree 
de calcium. Les essais fonctionnels de mesure de [Ca2+]i en presence de DMAT ou de 
TBCA refutent cette implication. De fait, un traitement avec des inhibiteurs specifiques 
de la CK2 n'affecte pas l'entree de calcium dans les cellules T6.ll ou A7r5. Par contre, 
P inhibition de la CK2 affecte la premiere phase de mobilisation calcique, soit la relache 
de calcium du RE. En effet, le DMAT et le TBCA amplifient la relache calcique, les 
[Ca2+]i atteignant presque les 800 nM, alors qu'en conditions controles, elles atteignent 
environ 650 nM. Cette difference n'est toutefois que temporaire, puisqu'au bout de 
quelques secondes, toutes les [Ca2+]; reviennent au meme niveau. Cette augmentation de 
la relache nette est-elle suffisante pour augmenter Pactivation des canaux SOC? Puisque 
TRPC6 est un canal ROC et non SOC, il n'est pas regule par Petat des reserves calciques 
du RE. A cet effet, il a ete demontre que l'expression de TRPC6 n'affecte pas l'entree de 
calcium induite par la thapsigargine (Boulay et al., 1997). Nous concluons done que 
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Tentree de calcium mediee par TRPC6 n'est pas influencee par l'amplirude de la relache. 
et que la CK2 n'affecte pas cette entree. 
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CONCLUSION 
Dans la presente etude, nous avons identifie deux sites de phosphorylation de TRPC6. La 
serine 448 est phosphorylee par un mecanisme dependant de la PKC, ce qui inhibe 
l'activite canal de TRPC6. Ceci constitue un mecanisme de retroaction negative, les deux 
proteines etant activees par les memes voies de signalisation. 
Nous ne pouvons affirmer pour I'instant que la PKC5 est I'isozyme responsable de la 
phosphorylation de la serine 448 et de l'inhibition dependante de la PKC de TRPC6 dans 
les cellules HEK293. Nous savons toutefois que la phosphorylation est effectuee par une 
isozyme non-classique des PKC. De plus, les resultats obtenus avec les cellules A7r5 
demontrent que la PKC8 est responsable de l'inhibition de 1'entree de calcium induite par 
la vasopressine. Puisque cette entree est demontree comme etant majoritairement 
dependante de TRPC6, nous supportons 1'implication de la PKC8 dans la phosphorylation 
et la modulation de l'activite de TRPC6. 
Nous avons aussi identifie la serine 814 comme etant phosphorylee de facon basale dans 
les cellules HEK293T. Le role physiologique de cette phosphorylation n'a pas ete elucide, 
ni l'identite de la kinase impliquee. D'autres sites potentiels de phosphorylation basale 
sont a envisager si nous effectuons nos etudes de marquage metabolique en presence de 
facteurs de croissance. II nous serait entre autres possible d'identifier la ou les tyrosines 
phosphorylees par Fyn, en se concentrant tout d'abord sur celles en N-terminal. 
Etant donne 1'implication de TRPC6 dans plusieurs pathologies, la comprehension des 
mecanismes de regulation de TRPC6 est un element cle pour le developpement 
d'eventuelles therapies ciblant TRPC6. Le role de la phosphorylation de la Ser814 reste a 
eclaircir, mais en elucidant le mecanisme d'inhibition de TRPC6 par la PKC, nous 
pouvons pretendre que si nous reussissions a moduler la phosphorylation de la Ser448 de 
TRPC6, nous serions en mesure de controler l'activite de TRPC6, a l'origine de ces 
pathologies. 
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